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Keratinisierung der Epithelschleimhiute 
bei Vitamin A- und Carotinmangel; Antiinfektionswirkung A. 
Von 


Hans v. Euler und Maj Malmberg. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1934.) 


Die gebriuchliche Priifung der Vitamin A-Wirkung besteht 


- darin, daB man an A-Vitamin oder an Carotin verarmten Ratten, 
die zum Wachstumsstillstand gekommen sind, abgemessene Mengen 
| dieses Vitamins oder des Provitamins eingibt und den Wieder- 
' cintritt der normalen Gewichtszunahme, etwa 0,7 g pro Tag, fest- 
stellt. Zur Einsicht in die Biochemie der Vitamin A-Wirkung 
' hat dieser Test nicht beigetragen, denn die Gewichtszunahme ist 
die Resultante vieler ineinandergreifender Vorginge, und es ist 
' ubekannt, an welchem das Vitamin A bzw. das Carotin einsetzt }), 


Nun ist das Aufhéren des Wachstums von Ratten zwar der 


' am leichtesten erkennbare, aber nicht der einzige und auch nicht 
' der einfachste Effekt des Vitamin A-Mangels; vielmehr kennen 
_ wir andere Vitamin A-Mangelkrankheiten, z. B. die Nachtblindheit 
| welche auf Carotinmangel in der Netzhaut des Auges beruht, 
 ferner die Xerophthalmie, eine Degeneration der Augenschleimhaut, 


welche oft Infektionen im Gefolge hat, und schlieBlich eine Ver- 
inderung der Scheidenschleimhaut bei Ratten, welche man als 
Kolpokeratose bezeichnet. 

Die Kolpokeratose ist als ein abgekiirztes, aber vollkommen 
exaktes Verfahren zur Vitamin A-Bestimmung von Hohlweg und 
Dohrn?) vorgeschlagen worden. Das Verfahren griindet sich 
darauf, daB der A-Mangel, wie zuerst Evans und Bishop’), 


') Neuerdings [Biochemic. J. 28, 1259 (1934)] haben Orr und Richards 
angegeben, daB das Liingenwachstum der Réhrenknochen fortgeht, wenn 
unter dem EinfluB des A-Mangels die Gewichtszunahme aufgehért hat; wir 
werden auf die Schliisse dieser Forscher auf Grund eigener Versuche zuriick- 
kommen. 

*) Z. exper. Med. 71, 762 (1930). 8) J. metabol. Res. 1, 335 (1922). 
] 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCX XXII. 








2 Hans v. Euler und Maj Malmberg, 


spiter u. a. Macy, Outhouse, Long und Graham), sowie 
Coward’) gefunden haben, bei Ratten eine Art von Daueroestrys 
erzeugt. 

Hohlweg und Dohrn hatten hinsichtlich der Kolpokeratose 
einen Unterschied zwischen Vitamin A und Carotin gefunden, 
indem sie glaubten, daB Carotin nicht die fiir A-Vitamin typische, 
Kolpokeratose heilende Wirkung besitzt. Wodurch Hohlweg und 
Dohrn zu diesem nicht richtigen Resultat gekommen sind, lift 
sich schwer erkennen. Da8 auch Carotin die Kolpokeratose heilt, 
wurde von Wolff und Overhoff%), sowie von van Eekelen‘ 
gefunden, und eine Untersuchung von Klussmann und Simola} 
aus diesem Institut und spater von Kuhn haben dieses Ergebnis 
bestitigt. Die Verhornung des Vaginalepithels ist nur ein spe. 
zieller Fall von der aligemeinen Umwandlung des Normalepithels 
in verhorntes Plattenepithel, die bei A-Mangel bei gewissen Tieren 
auftritt. Man verdankt die ersten diesbezgl. Beobachtungen 
More’), eine eingehende Untersuchung Wolbach und Howe’, 

Unter den Ergebnissen von Klussmann und Simola ist 
der Befund hervorgehoben, dafb Kolpokeratose auch bei A-Avita- 
minose der Meerschweinchen vorkommt. Dieser Befund ist aut- 
fallend, weil in mancher Hinsicht der Sexualcyclus bei Meer. 
schweinchen wesentlich von denjenigen bei Ratten abweicht. 

Wie groB in dieser Hinsicht die Unterschiede bei so nahe 
verwandten Tieren wie Ratte und Maus sind, beweisen die fol- 
genden Versuchsserien: 

Ein Stamm von 15 weiSen Miusen wurde kurz nach der 
Entwoéhnung Vitamin A- und Carotin-frei ernahrt, und zwar erhielten 
die Tiere folgende Grundkost: 


Grundkost. 
a 200 g Frische Hefe. . . . 400g 
Relestirke. ... ++ 500 g Vigantolmischung. . 10cem 
Salzmischung .... 50g Citronensaft . . . . 20ccm 


Gehirtetes Arachidfett 115 g 


Bei den Versuchstieren Nr. 6 und 13 wurde auch eine 
histologische Ostruspriifung vorgenommen, die ebenfalls negativ 
ausfiel (vgl. die folgende Tabelle). 





1) J. of biol. Chem. 73, 153 (1927). *) J. of Physiol. 69, 349 (1930). 
5) Nederl. Tijdschr. Geneesk. 1931, I, 1662. 

*) Arch. néerl. Physiol. 16, 241 (1931). °) Biochem. Z. 258, 194 (1933). 
6) J. Amer. med. Soc. 79, 193 (1932). 

") H. of exper. Med. 42, 753 (1925); Arch. of Pathol. 5, 239 (1928). 
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Lebensdauer. | Priifungs- Lebensdauer. | Priifungs- 
: Tot nach ergebnis Tot nach ergebnis 
it Versuchstagen | auf Ostrus Versuchstagen | auf Ostrus 





Maus 








1 21 negativ 9 37 negativ 
2 22 10 34 a 

, 29 a 11 22 fe 

4 17 A 12 38 . 

5 39 * 13 36 getotet » 

6 5D i 14 31 ‘i 

1 55 i 15 33 e 

8 28 ” 




















An samtlichen Tieren wurden vom ersten Versuchstage an 
Abstriche der Vaginalschleimhaut vorgenommen, welche in der 


iiblichen Weise fiir die mikroskopische Beobachtung priipariert 
'und mikroskopisch auf Schollenbildung gepriift wurden’). 


Von den genannten 15 Versuchstieren starben innerhalb 


50 Versuchstagen 12, 1 Tier (13) wurde am 36. Versuchstage ge- 


titet und 2 andere Tiere waren noch am 55. Versuchstage am 


Leben (vgl. Tabelle). 


An keinem der 15 Versuchstiere war, trotz der langen 


| Avitaminose, welcher 12 von 15 Tieren zum Opfer gefallen waren, 
| irgendein Anzeichen von Kolpokeratose gefunden worden. Dieses 
| Ergebnis der Beobachtung der Vaginalabstriche wird durchaus 
 hestiitigt durch die schon oben erwahnte histologische Priifung 
der Scheidenschleimhaut. 


In diesem Zusammenhang sei gleich auf die Tatsache hin- 


' gewiesen, daB bei keiner von den oben genannten 15 weifen Mausen 
nach langer Avitaminose Xerophthalmie auftrat. Andererseits 


konnte Simola?) in einer an diesem Institut ausgefiihrten Unter- 
suchung tiber A- und D-Avitaminose bei Meerschweinchen deut- 
liche Xerophthalmie an diesen Tieren beobachten, was also mit 
dem Befund von Klussmann und Simola (a. a. O.) iiber das 
Auftreten von Kolpokeratose in bemerkenswerter Weise iiberein- 
stimmt. Xerophthalmie bildet einen — bei gewissen Versuchs- 
tieren — hiufig auftretenden Spezialfall der allgemeinen Er- 
scheinung der verminderten Resistenz gegen Infektion bei Vitamin A- 


bzw. Carotinmangel. 


1) Vgl. Zondek, Die Hormone des Ovariums und des Hypophysen- 


vorderlappens. Springer, Berlin 1931. 
2) Acta Soc. Medic. fenn. ,,Duodecim“ Ser. A Tom. XVI, H. 1, 1933. 
1* 





4 Hans v. Euler und Maj Malmberg, 


Beziiglich der Antiinfektionswirkung von Vitamin A und Carotiy 
sei noch folgendes erwahnt: 

Mauthner sowie Cramer und Kingsbury’) erkannten de, 
Zusammenhang zwischen Vitaminmangel und Entwicklung yo, 
Infektionskrankheiten. Uber die Antiinfektionswirkung des Carotins 
auf die zuerst E. Mellanby?) in einer Reihe von iuBerst inter. 
essanten Arbeiten aufmerksam gemacht hat, ist seither viel ge. 
arbeitet worden, allerdings mit vielfach widersprechenden Ergeb. 
nissen. 

Im Winter und Friihjahr 1931/32 war in der Vitaminabteilung 
dieses Instituts eine Infektion von Rattenpasteurellose (Bact. haemo. 
septicum) aufgetreten, welche fiir die vorliegende Frage ein grobes 
und eindeutiges Material lieferte. Unter den wahrend der Infektions. 
periode beobachteten 700 Ratten waren nur diejenigen von der 
Infektion befallen worden, welche in der Periode ihrer Entwick. 
lung ohne Carotin oder Vitamin A ernihrt worden waren. Die als 
Versuchstiere fiir Vitamin D-Priifung verwendeten Ratten, welche 
von der Zeit ihrer Entwéhnung an Carotinzusitze erhalten hatten, 
waren durchweg frei von Pasteurellose geblieben. Nun ergab eine 
serologische Untersuchung an diesem grofen Material, welche 
Herr Dr. 8S. Gard anstellte, daB die deutliche Schutzwirkung des 
Carotins nicht oder keinesfalls im wesentlichen auf gesteigerte 
Antikérperbildung zuriickgefiihrt werden kann. 

Nachdem also eine Verringerung der Antikérperbildung, wie 
sie vielfach angenommen worden war, hier weniger in Betracht 
kommt, ware noch eine oft vertretene Ansicht zu erwihnen, dab 
bei den fieberhaften Erkrankungen einfach ein gréBerer Verbrauch 
an Vitamin A bzw. Carotin eintritt. Auch diese Deutung des 
Vitamin A-Effektes diirfte nur in besonderen Fallen zutreffen. 

Dagegen verdient m. E. in Betracht gezogen zu werden, ob 
nicht alle biologischen Carotineffekte auf die gleiche primire 
Wirkung zuriickzufiihren sind. Zunichst l4Bt sich die Anti- 
infektionswirkung an die Kolpokeratose anschlieBen, wenn man 
die Ursache der verminderten Infektionsresistenz in den durch 
A-Mangel verinderten, nicht normal regenerierten Schleimhiuten 
sieht. Die Fragestellung wird dann folgende: Welche fiir die 
Bildung und Regeneration der Schleimhaut wichtigen Vorginge 


') Brit. J. exper. Path. 5, 300 (1924). 
*) Brit. med. J. 1, 515 (1926); Green u. E. Mellanby, Brit. med. J. 
2, 691 (1928); Brit. J. exper. Path. 11, 91 (1930). 
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 yerden vom Vitamin A direkt beeinfluBt bzw. unter dem Vita- 
min A-Mangel gehemmt? 


Die Tatsache, auf welche wir in diesem Zusammenhang die 


'4ufmerksamkeit lenken wollen, geht von einer Untersuchung von 
‘Euler und GerhardSchmidt') aus. Es wurde nimlich gefunden, 
‘daB durch reiche Vitamin A- und Carotinzufuhr der Puringehalt 
schnell wachsender junger Gewebe wesentlich ansteigt. Der SchluB 
scheint gerechtfertigt, daB die Wirkungen des Vitamins A 
fund Carotins, somit auch die sich primar an den Schleim- 
‘biuten &uBernde Antiinfektionswirkung, mit der An- 
‘reicherung der Purine zur Beférderung der Bildung der 
'Zellkerne beginnen. 


Die Purine liegen in den Kernen bekanntlich nicht frei, sondern 


' als Nucleinsiiuren, sowie, an EiweiB gebunden, in Form von Nucleo- 
_ proteinen vor*). Untersuchungen, die sich hier im Gange befinden, 
sollen dariiber Aufklirung geben, ob der KinfluB, welchen Vita- 
‘min A-Mangel auf die Befruchtung der Eizellen hoherer Tiere 
ausiibt, ebenfalls mit einer Verinderung der Nucleoproteide 
-verbunden ist; besonders versuchen wir durch histologische Ver- 
‘suche zu zeigen, ob sich in Zellkernen und ev. in Chromosomen 
_ A-,C- und J-vitaminarmer Individuen Anomalien nachweisen lassen, 
‘welche mit einer Veranderung des enzymatischen Stoffwechsels 
-im Zellkern in Zusammenhang gebracht werden kénnen. Die 
' Methodik von Linderstrem-Lang und Holter’) hat die Még- 
_ lichkeit eréffnet, solche Untersuchungen durchzufihren. 


1) Diese Z. 225, 215 (1934). 

*) Uber den Zusammenhang des Wachstums mit der Steigerung ge- 
| wisser Stoffwandlungen im Zellkern vgl. Edlbacher, Die Chemie der 
| Wachstumsvorginge. Basel 1934. 

*) Linderstrem-Lang u. Holter, Diese Z. 201, 9 (1931); 220, 5 
1933); Linderstrem-Lang, Diese Z. 216, 167 (1933). 





Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. II’), 
Von 


Erich Adler und Hans von Euler. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Dezember 1934.) 


Das System der Glucosedehydrase. 


D. Harrison?) hat im Jahre 1931 aus Rinderleber eine De. 
hydrase isoliert, die in Gegenwart von Methylenblau imstand 
ist, Glucose oxydativ anzugreifen. Bald darauf fand P. 1. G.Mann‘}, 
da8 die Wirkung dieser Glucosedehydrogenase von der Gegen. 
wart eines ebenfalls in der Leber vorhandenen Co-Enzyms ab. 
hangt, und D. Harrison‘) gelang die Trennung der Dehydras 
und ihres zugehérigen Co-Fermentes. Im Verlauf seiner Studien 
iiber die Beteiligung der Co-Zymase an Dehydrierungsvorgingen 
konnte dann B. Andersson) zeigen, daB das Co-Ferment 
der Glucosedehydrase wie das vieler anderer Dehydrasen unit 
Co-Zymase sehr wahrscheinlich identisch ist. Die durch die 
Glucosedehydrase in Gegenwart von Methylenblau katalysierte 
Reaktion besteht nach Harrison‘) in einer Oxydation der Glucose 
zu Gluconsiure. Es lieB sich nun in eindeutiger Weise zeigen, 
daB das vollstindige System der Glucosedehydrase auBer den 
eigentlichen dehydrierenden Enzym und Co-Zymase noch Flavin- 
enzym als notwendigen Bestandteil enthilt. 


Das Glucosedehydrasepriparat wurde nach den Angaben von Harrison 
dargestellt. Eine Lésung des Trockenpriiparates in der von Harrison 
angewandten Konzentration erwies sich jedoch reich an Donatoren, so dai 
nach Zusatz von Co-Zymase Methylenblau ziemlich rasch entfirbt wurde. 


Eine fiir den Nachweis der Co-Zymase- und Flavinenzymaktivierung geeignete 


Lésung von Glucosedehydrase wurde erhalten, indem 0,76 g Trockenpriiparat 
nach Harrison, entsprechend 24 g Acetontrockenleber in 10 cem Wasser 
aufgenommen, nach 2-stiindigem Stehen im EKisschrank zentrifugiert wurden 
und die Lésung 12 Stunden gegen flieBendes Wasser dialysiert wurde. 
1ccem der ,,dialysierten Enzymlésung“ entspricht 1,85 g Acetonleber. 


Der folgende Versuch zeigt die Beteiligung von Co-Ferment 
und Flavinenzym an der sauerstofflosen Oxydation von Glucose 


') I. Mittlg., Diese Z. 226, 195 (1934). *) Biochemic. J. 25, 1016 (1931). 
5) Biochemic. J. 26, 785 (1932). *) Biochemic. J. 27, 382 (1933). 
5) Diese Z. 226, 57 (1934). 6) Biochemie. J. 26, 1295 (1932). 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. II. 


- durch Harrisons Glucosedehydrase. Die Dehydraselésung ent- 
| halt trotz der Dialyse noch Donatoren, die jedoch erst nach Zu- 
 satz von Co-Zymase angegriffen werden; die Enzymlésung selbst 


ist also frei von Co-Zymase. Glucose, als das spezifische Substrat, 
verkiirzt die Entfarbungszeit betrichtlich und Flavinenzym bewirkt 
weiterhin eine starke Aktivierung des Systems. Die in den An- 
sitzen 1,3 und 4 auftretenden Entfairbungszeiten sind ein Aus- 
druck fiir den zu erwartenden Gehalt der Dehydraselésung an 
Flavinenzym (aus der Leber). Versuche, durch Alkohol- bzw. 
Acetonfillung der Dehydraselésung ein an Flavinenzym verarmtes 
Priparat zu gewinnen, scheiterten an der schon von Harrison 
beobachteten Kmpfindlichkeit der Glucosedehydrase gegen orga- 
nische Lésungsmittel. 


Versuch 1. Dialysierte Enzymlésung: 1 ccm entspr. 1,85 g Aceton- 
leber. Gereinigtes Flavinenzym aus Trockenunterhefe’): 1cem Flavin- 
enzymlésung enthilt 5 y Flavin. — Co-Zymase: ACo = 25000; 114 Co/cem. 
m-Glucose. — Phosphatpuffer pj; = 7,6. Mb 1:5000. Thunbergmethodik. 



































Enzym- | Flavin- Co- _Ent- 

Nr, | Glucose | jssung | enzym | Zymase | Puffer Mb — 

eem ecm ecm ecm ecm ecm in Min. 

1 ‘ 0,25 _ 0,1 0,9 0,5 46 
2 ae 0,25 0,2 a 0,8 0,5 > 300 
3 _ 0,25 0,2 0,1 0,7 0,5 46 
4 0,25 0,25 aan 0,1 0,65 0,5 22 
5 0,25 0,25 0,2 ae 0,55 0,5 >300 
6 0,25 0,25 0,2 0,1 0,45 0,5 7 
1 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 4 


Im Gesamtkomplex der Glucosedehydrase liegt also ein typi- 
sches ,,Flavinenzymsystem“ vor, wie wir es friiher) bei der Alkohol- 
und bei der Hexosemonophosphatdehydrase angetroffen hatten. 
Wie in diesen beiden letzteren Fallen sollte auch im Falle der 
Glucosedehydrase das Methylenblau gegen Sauerstoff austauschbar 
sein. DaB dies tatsichlich zutrifft, ist aus dem folgenden Versuch 2 
zu entnehmen. 

In voller Ubereinstimmung mit der von O. Warburg und 
W. Christian’) aufgefundenen Form der Sauerstoffiibertragung 
durch ,gelbes Ferment“, sowie mit den im Falle der Alkohol- 
und der Hexosemonophosphatdehydrase*) erhobenen Befunden ist 


‘) Nach O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1933); 
vgl. H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 226, 195 (1934). 
8) Biochem. Z. 266, 377 (1933). 
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Versuch 2. _,,Dialysierte Enzymlésung“: 1 cem entspr. 0,55 g Acetop. 
leber. Flavinenzymlésung: 1 ccm enthilt 6 y Flavin. Ubrige Komponente, 
wie in Versuch 1. Die Sauerstoffaufnahme wurde im Warburgapparg 
gemessen. Im Einsatz: 0,5 cem 5 °/, KOH. 





— = — Saale - ee —— 





Gl Enzym- Flavin- Co- Puff — 
N xiucose lésun enzvm Zymase utter auTnahme 
Nr. 8 y y nach 60 Min. 
ecm cem cem cem ecm emm 0, 
1 1,0 1,0 = se 3,0 0 
2 1,0 1,0 1,0 _ 2,0 14 
3 1,0 1,0 sae 0,5 2,5 34 
4 1,0 1,0 1,0 0,5 1,5 165 
5 1,0 1,0 2,0 0,5 0,5 290 
6 1,0 2,0 1,0 0,5 0,5 230 




















also auch das System der Giucosedehydrase befihigt, Sauerstoti 
als Acceptor zu verwerten, und auch hier ist zum Zustandekommen 


der Sauerstoffiibertragung das Zusammenwirken einer ungefirbten 
Dehydrase, des Flavinenzyms und der Co-Zymase erforderlich. 
Es ist von Interesse, die hier gezeigte Atmung mit einem von 
Harrison?) (S. 1023) studierten System, das aus Glucosedehydrase, 
Cytochrom und Indophenoloxydase (Fe-Atmungsferment) bestand, 
zu vergleichen. Harrison erzielte mit einem svlchen System 
eine gréBere Sauerstoffaufnahme als mit Glucosedehydrase allein: 
die von ihm angewandte Lésung von Glucosedehydrase enthielt, 
wie aus dem oben Gesagten hervorgeht, auch Flavinenzym uni 
sicherlich auch Co-Ferment, aber die Atmung dieses Systems war 
ziemlich geringfiigig und wurde erst durch die EKinschaltung der 
Himinenzyme gesteigert. Eine quantitativ mindestens ebenso gute 
Sauerstoffiibertragung liBt sich jedoch auch, wie aus Versuch 2? 
zu entnehmen ist, durch geeignet hohe Konzentration des Flavin- 
enzyms und der Co-Zymase, aber in Abwesenheit von Himin- 
enzymen, erzielen; die Frage, ob in der Zelle bei der Sauerstofi- 
iibertragung hinter ein System von Eisenenzymen noch Flavin- 
enzym geschaltet sein muB, oder ob diese beiden sauerstoffiiber- 
tragenden Systeme einander vertreten kénnen, wird sich vielleicht 
an solchen Dehydrasesystemen entscheiden lassen. 

Zu den bisher als typische Flavinenzymsysteme erkannten 
Dehydrasesystemen, nimlich der Alkohol-, der Hexosemonophosphat- 
und der Glucosedehydrase, gesellt sich nach einer kurzen Mit- 
teilung von Wagner-Jauregg, Rauen und Méller’) noch die 





*) Diese Z. 228, 273 (1934). 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. II. 9 


(pfelsiuredehydrase aus gewaschenem Muskel, und es ist sicher, 


| daB viele andere Dehydrierungsprozesse nach demselben Schema 


yor sich gehen. 
Die Dehydrierung der Bernsteinsiiture scheint dagegen ohne 


die katalytische Mitwirkung von Flavinenzym zu verlaufen, soweit 
unsere bisherigen Versuche erkennen lassen. 

Mit der Kenntnis der einzelnen Komponenten der Dehydrase- 
systeme wird auch eine genauere Deutung des Spezifitits- 
begriffes der Dehydrasen méglich werden. Sicher ist, daB 
Glucosedehydrase einerseits und Alkohol- bzw. Hexosemonophos- 
phatdehydrase andererseits verschiedene Enzyme darstellen, Kin 
hochwirksames System von Glucosedehydrase vermag bei Dar- 
bietung von Alkohol oder Hexosemonophosphat als Wasserstoff- 
donator Methylenblau nur sehr langsam zu entfirben, und um- 
gekehrt ist die aus Lebedewsaft durch Acetonfallung gewonnene 
Alkohol- bzw. Robisonester-dehydrase gegen Glucose praktisch 
unwirksam, wie die folgende Tabelle veranschaulicht. 


Versuch 8. Ansatz 1—5. Enzymlésung: Glucosedehydraselésung 
dialysiert, 1 cem entspr. 0,46 g Acetonleber. Ansatz 6—10. Enzymlésung: 
Alkohol- bzw. Hexosemonophosphatdehydrase aus Lebedewsaft, vgl. Diese Z. 
226, 205 (1934). Substrate: m/10. Ubrige Zusiitze wie in Vesmesh i. 












































’ Enzym-}Flavin-| Co- _ Ent- 

Vr. Substrat lésung | enzym |Zymase Puffer | Mb ee 

ecm ecm ecm cem cem | cem | jn Min. 

- 0,25 | 0,2 0,1 0,95 | 0,5 124 
2 | 0,25 Glucose. . | 0,25 | 0,2 0,1 0,7 | 0,5 19 
3 | 0,25 Alkohol. . | 0,25 | 0,2 0,1 0,7 | 0,5 94 
4 | 0,25 Hmph.*). . | 0,25 | 0,2 0,1 0,7 | 0,5 122 
5 | 0,25 Na-Succinat | 0,25 0,2 0,1 0,7**)} 0,5 83 
6 - 025 | 025 | 015 | 0,85 | 0,5 | >360 
7 | 0,25 Alkohol. . | 0,25 | 0,25 | 0,15 | 0,6 | 0,5 20 
8 0,25 Glucose. . 0,25 0,25 0,15 0,6 0,5 307 
9 | 0,25 Na-Succinat | 0,25 | 0,25 | 0,15 | 0,6 | 0,5 243 
10 | 0,25 Na-Lactat . 0,25 0,25 0,15 0,6 0,5 247 


*) Hmph. = hexosemonophosphorsaures Calcium (Robisonester). 
**) Phosphatpuffer py = 8,3. 


DaB auch die Alkohol- und die Hexosemonophosphatdehy- 
drase unter sich verschieden sind, ist nach unseren letzten Er- 
fahrungen sehr wahrscheinlich; es scheint auch hier eine Differen- 
zierung méglich zu sein, wie sich im Laufe der im Gang be- 
findlichen Reinigungsversuche gezeigt hat. 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. III und IV. 
Von 


Hans vy. Euler und Erich Adler. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Dezember 1934.) 


III. Hemmungsversuche an Dehydrasesystemen. 
Mit 7 Figuren im Text. 


Der Ausgangspunkt der im folgenden wiedergegebenen Ver. 
suche war die Absicht, die Dehydrasesysteme derartig zu beein- 
flussen, daB daraus ein SchluB auf die Beteiligung von Flavinenzym 
an der Dehydrierungsreaktion gezogen werden kénnte. Es wiire 
z. B. denkbar, daB unter dem Einflu8 eines Oxydationskatalysators 
die Reaktion Leukoflavinenzym = Flavinenzym gestért und damit 
die Wasserstoffiibertragung gehemmt werden kénne, und wir unter- 
suchten deshalb zunichst den Kinflu8 von Kupfer, dessen oxy- 
dationskatalytische Eigenschaft z. B. sehr deutlich bei der Oxy- 
dation der Ascorbinséure in Erscheinung tritt}). Es zeigte sich, 
daB Kupfer schon in sehr kleinen Konzentrationen die Dehy- 
drierungsreaktion hemmt. 

Zur anschaulichen Darstellung der Reaktionsgeschwindigkeit bei den 
anaeroben Dehydrierungen nach der Methode von Thunberg verwenden 
wir im folgenden an Stelle der Entfirbungszeit die Menge Wasserstoff, dic 
in der Zeiteinheit vom Substrat auf das Methylenblau iibertragen wird. 
Die Zahlen berechnen sich aus dem Molekulargewicht des angewandten 


Methylenblaus und der Methylenblaumenge pro Ansatz, sowie aus der Ent- 
fiirbungszeit in folgender Weise: 

Molekulargewicht des Methylenblaus C,,H,,.N,SCl-2H,O = 355, 

0,5 cem Mb 1:5000 pro Ansatz entsprechen 0,1 mg Mb. 

Zur vollstindigen Reduktion von 355 mg Methylenblau sind 22400 cmm 
H, erforderlich; 0,1 mg Methylenblau verbraucht also bei der Reduktion 
cabana = 6,3 emm H,. Wiahlt man als MaBstab fiir die Reaktions- 
geschwindigkeit die Anzahl] Kubikmillimeter Wasserstoff, die pro Stunde 
iibertragen werden, und betrigt die Entfirbungszeit eines Versuches ¢ Mi- 
63-60 _ 378 | 

t 





nuten, so ergibt sich eine Reaktionsgeschwindigkeit von 
H,/Stunden. 


mm 


') Euler, Myrback u. Larsson, Diese Z. 217, 1 (1983). 
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Zur Methodik ist weiterhin zu bemerken, da8 die Mengen der zu- 
gesetzten Hemmungsstoffe auf die im System anwesende Menge von Flavin- 
enzym bezogen wurden. Die Konzentration des Flavinenzyms laBt sich ja 
auf Grund der fluorometrischen Bestimmung der Flavinkomponente mit 
ziemlicher Genauigkeit angeben und man hat deshalb die Méglichkeit, die 
Mengen der zugesetzten Stoffe direkt in ,,Flavinenzymiiquivalenten“ zu 
wihlen. Es liegt hier der seltene Fall vor, daB man mit einer enzymatischen 
Komponente in stéchiometrischen Beziehungen rechnen kann. In einem 
,Standardversuch“ mit dem System der Alkoholdehydrase (vgl. unten) sind 
1,25 y Flavin (in Form von Flavinenzym) vorhanden; diese Menge entspricht, 

1,25 
== 
= 0,33-1078 Mol Flavin. Setzt man voraus, da8 im Flavinenzym 1 Mol 
Flavin mit 1 Mol Protein verkniipft ist, so gibt diese Zahl gleichzeitig die 
Anzahl Mole Flavinenzym pro Ansatz an. Bei einem Gesamtvolumen von 
1,75 ecm betriigt demnach die molare Konzentration des Flavinenzyms im 
Reaktionsgemisch: {Flavinenzym] = 1,9- 107°. 

In allen folgenden Versuchen bedeutet also ,,1 Aquivalent“ eines Stoffes 
0,23-1078 Mol; das ist z. B. fiir CuSO,-5H,O eine Gewichtsmenge von 


0,841 7. 
Der hemmende Einflu8 des Kupfers auf das System der 
Alkoholdehydrase geht aus dem folgenden Kurvenbild hervor: 


da das Molekulargewicht des Flavins (Lactoflavins) 376 betriigt: 





S 








Reaktionsgeschwindig 
2 fF SSH 





2 j 8 10 7 Cush shy0 
6 33 49 65 81 98yluS0ybho0 


7 
038 076 11% 152 1.90 22bx10 5{Cu] 


Fig. 1. 
System der Alkoholdehydrase, Cu-Hemmung. Enzymlésung: 0,1 g ,,Acetonfillung aus Lebedew- 
saft‘‘?) in 10 cem 0,066m Phosphatpuffer py = 7,6; Flavinenzymlésung: 1 ccm enthalt 5 , 
Flavin; Co-Zymase: ACo = 23000, 114 Co/ecm; Phosphatpuffer py = 7,6; 10°/,iger Alkohol; 
Methylenblau 1: 5000. Zusammensetzung der Reaktionsmischung: 0,25 ccm Enzymldsung, 
0,25 eem Flavinenzymlésung, 0,15 ccm Co-Zymase, 0,25 ccm Alkohol, 0,5 ccm Mb; CuSO, in 
gecigneter Konzentration, 1 Flavinenzymiquiv. = 0,841 y CuSO,-5H,0. Die Mischung wird 
mit Phosphatpuffer auf 1,75 ccm erginzt. 


QSQs 


Aus der Kurve der Kupferhemmung ist zu entnehmen, dab 
11 Aquivalente Kupfer, was einer molaren Konzentration von 
[Cu] = 2,1-10~5 entspricht, die Dehydrierung fast vollstindig 
unterdriicken. Die halbe Inaktivierung des Systems erfolgt bei 


1) Vgl. Euler u. Adler, Diese Z. 226, 195, u. zw. 205 (1934). 
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Gegenwart von 6 Aquivalenten Kupfer entsprechend einer molarey 
Konzentration [Cu] = 1,14- 1075. 

In ahnlicher Weise hemmt Kupfer die enzymatische Deby. 
drierung des Robisonesters (Fig. 2); hier erreicht jedoch di 
rane ein Minimum, das sich bei weiterem Kupferzusat; 
nicht mehr verindert. Die halbe Reaktionsgeschwindigkeit gegen. 
iiber dem kupferfreien Grundversuch wird bei einer Kupfermenge 
von 9,5 Aquivalenten, entsprechend [Cu] = 1,8-10~% erreicht. 
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0 19038 57 76 95 1% 1e3x10-5{0/ 0 38 76 Ne 2 190xs{li) 
Fig. 2. Fig. 3. 
Hexosemonophosphatdehydrase, Cu-Hem- Glucosedehydrase, Cu-Hemmung. Enzym- 
mung. Reaktionsmischung wie unter Fig. 1 lésung wie Diese Z. 242, 6 (1935), aber ver- 
angegeben, nur an Stelle von Alkohol 0,25 ccm diinnt, sodaB 1ccm entspricht 0,23 g Aceton- 
0,1-m hexosemonophosphorsaures Calcium. leber. Ubrige Zusitze wie a.a. O. 


SchlieBlich liBt sich zeigen, dafi auch das dritte von uns 
untersuchte typische ,,Flavinenzymsystem“, nimlich das System 
der Glucosedehydrase, durch Kupfer gehemmt wird (Fig. 3); jedoch 
sind hier etwas gréBere Kupferkonzentrationen erforderlich. Die halbe 
Inaktivierung der Glucosedebydrase liegt bei 38 Aquivalenten Kupfer. 

Eine der GréBenordnung nach mit der Kupferhemmung ver- 
gleichbare Inaktivierung der Alkoholdehydrase tritt auch bei Zu- 
satz von Silber- bzw. Quecksilbersalz ein (Fig. 4 und 5). 

Die untersuchten Dehydrasesysteme zeigen also eine mit 
vielen anderen Enzymen iibereinstimmende Empfindlichkeit gegen 
Schwermetalle, besonders Cu, Ag und Hg. Und aus der GréBen- 
ordnung der hemmenden Schwermetallkonzentration kann man 
die Annahme herleiten, daB es sich, wie in anderen Fillen, z. B. 
in dem griindlich untersuchten Fall der Saccharase') um die 
Vergiftung einer Enzymkomponente durch Bildung des Enzym- 
schwermetallsalzes handelt. Die BeeinfluBbarkeit der Dehydrierung 
nicht nur durch Cu, bei dem ein besonderer oxydationskataly- 


) Euler u. Svanberg, Diese Z. 107, 269 (1919); Fermentforschg. 3, 
330 (1920). K. Myrback, Diese Z. 158, 1 (1926). 
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tischer Effekt hatte erwartet werden kénnen, sondern auch durch 
andere Schwermetalle, lieB die Annahme, da8 eine spezifische 
Hemmung des Flavinenzyms vorliege, schon als recht unwahr- 
scheinlich erkennen. Wie in der folgenden Mitteilung (S. 22) ge- 
zeigt wird, greift die Kupferhemmung in der Tat an der un- 
gefiirbten Dehydrase an, und es muB vorliufig noch dahingestellt 
bleiben, ob auch das Flavinenzym eine Schwermetallbindung 


eingeht. 
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0 076 152 228 30% 36x10 Ag 0 096 152 228 30% 38x10-5[Hg) 


Fig. 4. Fig. 5. 
{lkoholdehydrase, Silberhemmung. Reak- Alkoholdehydrase, Quecksilberhemmung. 
tionsmischung wie unter Fig. 1 angegeben, Reaktionsmischung wie unter Fig. 1 angegeben, 
jedoch an Stelle von Kupfersulfat Silbernitrat- jedoch an Stelle von Kupfersulfat HgCi,-L6- 
lisung: 1 Flavinenzymiquivalent = 0,561 y sung; 1 Aquivalent 0,895 y HgCl. 
AgNO. 


Als Angriffspunkt der Schwermetallinaktivierung wire auBer 
der Dehydrase immerhin noch die Co-Zymase, sowie vielleicht 
das Methylenblau in Betracht zu ziehen. Die letztere Méglichkeit 
kann jedoch ausgeschlossen werden, denn es zeigt sich, daB auch 
das aerob arbeitende System, in welchem also Sauerstoff an die 
Stelle des Methylenblaus tritt, eine ausgeprigte Hemmung durch 
Kupfer erleidet: 

System der Hexosemonophosphatdehydrase: Lésungen wie unter Fig. 2 
angegeben; Zusammensetzung der Reaktionsmischung: 0,8 cem 0,1 m Hmph.; 
0,8 cem Enzymlésung; 0,8 cem Flavinenzym; 1,0 cem Co-Zymase; in den 
Ansiitzen 2—4 je 0,5 cem Kupfersulfat von steigender Konzeuntration, im 
Ansatz 6 0.5 cem Kupfersulfat + 0,57 cem 0,0175 m KCN (Gesamtkonzen- 
tration an KCN 0,002 m). Simtliche Ansiitze mit Phosphatpuffer py = 7,6 
auf 5,0 cem erginzt. Die Sauerstoffaufnahme wird im Warburgapparat ge- 
messen; im Einsatz der VersuchsgefiBe 0,5 eem 5°/, ige KOH. 

In der Tabelle sind 2 Versuche wiedergegeben. In Versuch I fand 
eine verdiinnte Enzymlésung Verwendung: Die Werte fiir die O,-Aufnahme 
sind dementsprechend gering, die Cu: Hemmung ist jedoch stark ausgeprigt. 
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Bei Verwendung der stiirkeren Enzymlésung (Versuch II) sind hohe 
Cu-Konzentrationen erforderlich; hier macht sich der Cu-bindende Einflyg 
der mit dem Enzympriparat eingebrachten Verunreinigungen stirker geltend, 

















CuSO, KON Sauerstoffaufnahme 
Nr. | (Flavinenzym- ecm QO, nach 60 Minuten 
er ecm |- “ns 
Aquivalente) Versuch I | Versuch II 
1 -_ ~ 29 «| (124 
2 5 —- 32 | 99 
3 50 — 7 80 
4 500 — 0 | 73 
5 5000 — — 32 
6 50 0,57 33 115 








Aus dem Ansatz 6 des vorstehenden Versuches geht hervor, 
daB die Kupferhemmung durch Bindung des Kupfers an KCN 
riickgingig gemacht werden kann. Dasselbe Ergebnis la8t sich 
natiirlich auch im anaeroben System darstellen; ein entsprechender 
Versuch ist in der folgenden Mitteilung (S. 24) wiedergegeben. 
Die Schwermetallhemmung ist also, wie im Fall der Saccharase, 
reversibel und beruht nicht etwa auf einer Zerstérung einer Kompo- 
nente, sondern auf einer Salzbildung zwischen Metall und — sehr 
wahrscheinlich — der Dehydrase. 

Kine im Vergleich zur Empfindlichkeit gegen die oben ge- 
nannten Schwermetalle weit geringere Hemmbarkeit zeigt die 
Alkoholdehydrase unter dem HKinfluB von Fe'’- sowie Zn-Ionen 
(Fig. 6). 
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Fig. 6. 
Alkoholdehydrase, Hemmung durch FeCl, bzw. Zn-acetat. 1 Flavinenzymaquivalent Fe), 
= 0,892 y FeCi,; 1 Flavinenzymiquivalent Zn-acetat = 0,605 y. 


Die hier auftretende Zinkhemmung ist in Parallele zu setzen 
mit der kriftigen Hemmung der Hefegirung durch Zink, wie sie 
kiirzlich H. v. Euler, D. Burstrém und H. Larsson?) beobachtet 


1) Svenska Vet. Akad. Ark. f. Kemi 11 B, Nr. 39 (1934). 
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haben. Dagegen wurde von Thunberg’) vor kurzem ein stimu- 
| jierender KinfluB von Zink und Cadmium auf die Methylenblau- 
| entfirbung durch Dehydrasesysteme aus Pflanzensamen beschrieben. 


Es sei noch erwahnt, daB weder Fe"- noch Mn"-Salze einen 


| hemmenden Kinflu8 auf das System der Alkoholdehydrase ausiiben. 


Natriumfluorid. Weder das System der Alkohol- noch 


das der Robisonesterdehydrase werden durch NaF (selbst in einer 
| Konzentration von 0,01 m) merklich gehemmt. 


Das System Hexosemonophosphat— Dehydrasekomplex—Me- 


thylenblau + NaF kann in Parallele gesetzt werden zu dem oxydo- 


reduktiven Teil bei der Versuchsanordnung von R. Nilsson’), bei 


der Nilsson zeigen konnte, daB in Trockenhefesuspension in 


Gegenwart von Glucose, NaF und Acetaldehyd (sowie einer kleinen 
Menge Hexosediphosphorsiiure) unter Verschwinden von anorga- 
nischem Phosphat (Veresterung der Glucose) eine kriftige Oxydo- 
reduktion einsetzt. Als Reaktionsprodukte entstehen Phospho- 
glycerinsiure einerseits und Alkohol andererseits. In unserem 


System wird die einleitende Phase der Phosphorylierung iiber- 


sprungen und das fertige Hexosemonophosphat dient als 
Donator, wihrend Methylenblau als Akzeptor die Rolle des Acet- 
aldehyds iibernimmt; an Stelle der Trockenhefe tritt das isolierte 
Knzymsystem. Es wird von Interesse sein zu sehen, ob auch in 
unserem Fall Phosphoglycerinsiure als Oxydationsprodukt er- 
scheint. Der ungestérte Ablauf der Oxydoreduktion in Gegen- 
wart von NaF laBt vermuten, daB die Reaktion bei diesem Oxy- 
dationsprodukt stehen bleibt ®). 

Monobromessigsiure. Nach den Anschauungen von 
0, Meyerhof*) liegt der Angriffspunkt der Monojodessigsiure- 
hemmung in den ersten, zur Bildung der Phosphoglycerinsiure 
fihrenden Teilreaktionen der Girung, speziell in der Oxydoreduk- 
tion zwischen Glucose (+ Hexosediphosphat) und Acetaldehyd. In 
Analogie dazu finden wir, daB die Dehydrierung des Hexosemono- 
phosphats durch das isolierte Enzymsystem in Gegenwart von 


'! T. Thunberg, K. Fysiogr. Sillsk. Lund férh. 4, Nr. 19 (1934); 
Skand. Arch. Physiol. 69, 247 (1934); vgl. auch Kostytschew u. Sub- 
kowa, Diese Z. 111, 132 (1920). 

*) Z. angew. Chem. 46, 647 (1933). 

*) O. Meyerhof u. Kiessling, Biochem. Z. 267, 313 (1933); vgl. 
auch Lipmann, Biochem. Z. 274, 412 (1934); bzgl. der grundlegenden 
Versuche iiber Halogenessigsiurevergiftung vgl. Lundsgaard, Biochem. 
Z. 217, 162 (1930); 220, 1 (1930); 227, 51 (1930). Vgl. auch Embden u. 
Deuticke, Diese Z. 230, 50 (1934). 
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Methylenblau durch Monobromessigsiure eine starke Hemmung 
erfahrt. Die Reaktionsgeschwindigkeit wird bereits bei eine; 
Gesamtkonzentration m/600 an Monobromacetat auf die Hilfy 
des Ausgangswertes erniedrigt. 

Dagegen erweist sich die enzymatische Dehydrierung de; 


Alkohols gegen Monobromacetat als wesentlich weniger empfind. 
lich (Fig. 7). 





0 10x10- 2 
[CHe br-COOH] 





Fig. 7. 
Kurve I: System der Alkoholdehydrase wie unter Fig. 1 angegeben, Hemmung durch mono: 
bromessigsaures Na. Kurve II: System der Hexosemonophosphatdehydrase, Hemmung durch 
monobromessigsaures Na. 


Die Verfolgung der Teilreaktionen des Kohlenhydratabbaues 
mit den oben genannten weiter gereinigten Enzymsystemen 
diirfte das hauptsichliche Ziel der hier einsetzenden Forschung sein. 


Friulein Gertrude Jansson danken wir bestens fiir ihre Hilfe bei 
der groBen Zahl der in dieser und der folgenden Arbeit ausgefiihrter 
Thunberg-Versuche. 


IV. Beeinflussung des Systems 
der Alkohol- und Hexosemonophosphat-Dehydrase 
durch Licht in Gegenwart von Methylenblau als Wasserstoffacceptor. 
Angrifispunkt der Co-Zymase. 


Mit 5 Figuren im Text. 


Unter den Komponenten der Dehydrasesysteme, Dehydrase. 
Flavinenzym und Co-Zymase ist das Flavinenzym durch die be- 
sonders eindeutige Charakterisierung seiner Funktion als rever- f 
sibles Farbstoffenzym (Warburg und Christian) gekennzeichnet. 
Thm kommt die Aufgabe des Wasserstofftransportes vom Substrat 
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(paw. der Substratdehydraseverbindung) zum Acceptor zu. Als die 


‘Aufgabe der ungefiirbten Dehydrase darf man wohl mit Sicher- 


'heit die Lockerung des Substratwasserstofis, also den primaren 
' Angriff der Dehydrierungsreaktion betrachten. Dagegen erscheint 
‘die Stellung der Co-Zymase hinsichtlich ihres Angriffspunktes 
' sowie des Mechanismus ihrer Wirkung noch sehr unklar. 


Die vorliegende Untersuchung bringt nun eine erste Klarung in 
diese offene Frage, indem sie eine Entscheidung iiber den Angriffs- 


' punkt der Co-Zymase erméglicht. Es ergab sich niimlich, daB die Co- 


Zymase sicher nicht mit dem Blaeinenayen funktionell zusammen- 


Phi ingt; die Co-Zymase greift vielmehr irgendwie in die Primir- 
| reaktion des Substrates mit der Dehydrase ein. Diese Entscheidung 
_ konnte getroffen werden durch das Studium der Lichtwirkung auf 


die Systeme der Alkohol- bzw. Kohlenhydratphosphatdehydrasen 


in Gegenwart von Methylenblau. 


H. v. Kuler u. EK, Klussmann') haben kiirzlich mitgeteilt, 
daB die enzymatische Dehydrierung von Athylalkohol durch Extrakt 


| aus Trockenhefe und in Gegenwart von Methylenblau als Wasser- 
 stoffacceptor bei der Bestrahlung mit sichtbarem Licht eine starke 


- Beschleunigung erfihrt. 


In der genannten Mitteilung war erwihnt worden, daB bei Verwendung 
von Apozymase — an Stelle von Trockenhefeextrakt — die Lichtaktivierung 
nur schwach in Erscheinung tritt; weitere Versuche haben aber gezeigt, 
daB auch in diesem Fall eine Beschleunigung durch Lichtwirkung 2zu- 


stande kommt?). 

Fiir die Frage nach dem Angriffspunkt der Lichtaktivierung 
waren Versuche mit spektral zerlegtem Licht von entscheidender 
Bedeutung. Es zeigte sich niaimlich, daB eine Aktivierung des 
Dehydrasesystems nur dann eintrat, wenn mit rotem Licht be- 
strahlt wurde; griines und blaues Licht waren ohne Kinflu8 auf 
die Reaktionsgeschwindigkeit. In dem angewandten Reaktions- 
system gibt es aber nur eine Komponente, die im Wellenbereich 
des roten Lichtes absorbiert, niimlich das Methylenblau. Die Ver- 
suche wurden so vorgenommen, daf das 'Thunbergrohr sich in 
elner lichtdichten Zelle befand, deren der Lichtquelle zugewendete 
Fliche von dem betreffenden Farbfilter (Ilford) gebildet wurde. 
Die Lichtquelle, eine 200 Watt-Metallfadenlampe, befand sich in 
12cm Abstand von dem im Thermostaten von 30° angebrachten 

) Naturw. 22, 777 (1984). Vgl. auch Krestownikoff, Skand. Arch. 


fie 52, 199 (1927). — J. Lehmann, Bot. Not. 1922. 
*) H. v. Euler, Svenska Vet. Akad. Ark. f. Kemi 11B, Nr. 45 (1934). 
2 
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Thunbergrohr. Eine Gegeniiberstellung der Zahlen fiir die Licht. 
durchlassigkeit des Rotfilters und der fiir die Hauptabsorptiong. 
banden des Methylenblaus lift ohne weiteres erkennen, dal da 
Methylenblau als Receptor fiir die eingestrahlte Energie des rote, 
Lichtes fungierte: 


Durchlassigkeitsbereich des Rotfilters: 675—645 mu. 
Absorptionsmaxima des Methylenblaus: [I 676—659 


IL 617—598 m & 


Der aktivierende KinfluB des Lichtes auf die Dehydrierung:. 
reaktion muB also iiber das Methylenblau erfolgen. 


Es war nun von Interesse, diese an den rohen Ferment. 
systemen des Hefe- bzw. Apozymaseextraktes gewonnenen Er. 


gebnisse auf die friher studierten Enzymsysteme der Alkohol- F 


und Hexosemonophosphatdehydrase zu tbertragen, weil hier die 
Mitwirkung jeder einzelnen Komponente des Systems gesonder: 
beobachtet werden konnte. 


Es zeigte sich zunichst, daf erwartungsgemiB das System f 


der Alkoholdehydrase*), in welchem ungefirbte Dehydrase, Flavin- 
enzym und Co-Zymase zusammenwirken, durch Licht eine wesent- 
liche Aktivierung erfahrt. Die Reaktionsgeschwindigkeit des voll- 
stiindigen Systems wird bei der Bestrahlung mit sichtbarem Licht 
auf das Doppelte erhéht. In Kontrollversuchen erwies sich dana, 
daB sowohl die Gegenwart des Substrates wie des dehydrierenden 
Enzyms als auch der Co-Zymase notwendig ist. Dagegen lieferte 
der Belichtungsversuch in Abwesenheit des Flavinenzyms das 
iiberraschende Ergebnis, daB hier die Reaktionsgeschwindigkeit 
auf den gleichen Wert erhéht wurde, wie im Versuch mit dem 
vollstindigen System, also bei Anwesenheit des Flavinenzyms. 
Diese Verhiltnisse sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt: 


Versuch i. Enzymlésung: 0,1 g ,,Acetonfillung aus Lebedew- 
saft* [ 5), S. 205], in 10 cem Phosphatpuffer py = 7,6, aufgenommen, vow 


ungelésten Anteil abzentrifugiert. Flavinenzymlésung: 1 cem enthiilt 57 


Flavin. — Co-Zymase: ACo = 23000, 114 Co pro cem. — Phosphatpuffer 
Po = 7,6. — 10°%,iger Alkohol. — Methylenblau 1:5000. Die Dunkel: 
versuche sind mit —, die Lichtversuche mit + bezeichnet. Die Be- 
lichtung erfolgt mittels einer 200 Watt-Metallfadenlampe in 12 em Abstané 
vom Thunbergrohr. Versuchstemperatur 30°. 


8) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 226, 195 (1934). 
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Enzym-|Flavin-| Co- . Ent- 

Nr. Alkohol} }gsung | enzym |Zymase Puffer | Mb_ | Belich- farbungs- 
ecm ccm ecm ccm ccm ccm —? zeit 

1 a _ 0,25 0,25 0,75 0.5 -- >9 Stdn. 
:. si 0,25 | 0,25 | 0,75 | 0,5 + ~ ae 
es san 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,5 0,5 wl a 

4 — 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 + nach 9 Stdn. 

hellblau 

5 | 0,25 — 0,25 0,25 0,5 0,5 ~ >9 Stdn. 
6 | 0,25 — 0,25 | 0,25 | 0,5 0,5 + Tle, 
7 | 0,25 wie 0,25 | — 0,75 | 0,5 - oa 
g | 0,25 — 0,25} — 0,75 | 0,5 + ~ 
9 0,25 0,25 — — 0,75 0,5 ~ a= 

10 | 0,25 | 0,25 = —_ 0,75 | 0,5 + 150 Min. 
11 | 0,25 | 025 | 025 | 0,25 | 0,25 | 0,5 “ 21, 
2 | 025 | 025 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,5 + ~~. 
13 | 0,25 | 0,25 _ 0,25 | 0,5 0,5 - 240 ,, 
14 | 0,25 | 0,25 _ 0,25 | 0,5 0,5 + 0 . 


























Aus dieser Zusammenstellung ist zu entnehmen, da8 zum 
Zustandekommen der Methylenblauentfairbung im belichteten System 
die Gegenwart von Alkohol, Dehydrase und Co-Zymase notwendig 
ist; dagegen ist die Anwesenheit von Flavinenzym nicht erforder- 
lich, denn die Lichtaktivierung erreicht im Versuch mit Flavin- 
enzym (Ansatz 12) und ohne Flavinenzym (Ansatz 14) den gleichen 
Wert. Zwar ist hier zu bemerken, daB die Reaktionsmischung 
im Ansatz 14 nicht véllig frei von Flavinenzym ist; auf Grund 
der fluorometrischen Bestimmung enthalten 0,25 com Dehydrase- 
ljsung 0,03 y hochmolekulargebundenes Flavin. Es ist jedoch 
auberordentlich unwahrscheinlich, daB eine Erhéhung der Flavin- 
enzymmenge auf 1,25 7, wie sie im Ansatz 12 vorliegt, keinen 
Ausschlag in der Entfairbungszeit geben sollte, wenn das Flavin- 
enzym iberhaupt an der Reaktion beteiligt ist. Die Annahme, 
da8 das Flavinenzym bei der Bestrahlung eine so erhebliche 
Aktivierung erfihrt, daB bereits bei einer Menge von 0,03 y pro 
Ansatz die optimale Konzentration erreicht und die Reaktions- 


_ geschwindigkeit bei steigender Konzentration des Flavinenzyms 


durch andere Komponenten des Systems begrenzt sein kénne, 
verliert jede Stiitze, wenn man das Ergebnis der Filterversuche 
in Rechnung zieht. Auf Grund der Bestrahlungsversuche mit 


filtriertem Licht kann eine Aktivierung des Flavinenzyms, dessen 


Absorptionsmaximum bei 465 mp liegt, iiberhaupt nicht in Betracht 
2* 
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gezogen werden, und es ist demnach offensichtlich, daB an de 
»Lichtreaktion* des Dehydrasesystems das Flavinenzym keine, 
Anteil hat. 

Diese Folgerung wird besonders gestiitzt durch die im folgep. 
den Kurvenbild deutlich hervortretende NichtbeeinfluBbarkeit de 
Lichtreaktion durch Flavinenzym im Gegensatz zur Abhingigkei 
der normalen (Dunkel-) Reaktion von der Flavinenzymkonzentration, 
Auf der Abszisse sind die Mengen an hochmolekular gebundeney 
Flavin, auf der Ordinate die Reaktionsgeschwindigkeiten jy 
cmm H,/Std. aufgetragen. Vgl. vorhergehende Mitteilung 8. 1), 
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Fig. 1. 


Kurve I: Abhadngigkeit der Alkoholdehydrierung von der Flavinenzymkonzentration im 
Dunkelversuch. — Kurve II: UnbeeinfluBbarkeit der Alkoholdehydrierung durch Fiavinenzym 
im belichteten Versuch. 


Aus den in Fig. 1 dargestellten Ergebnissen geht hervor, f 


dab bei der Lichtreaktion eine villige Umschaltung des normalen 
Reaktionsweges stattfindet. Wihrend im Dunkelversuch der enzy- 
matisch gelockerte Wasserstoff vom Flavinenzym aufgenommen 
und das gebildete Leukoflavinenzym durch das Methylenblau 
reoxydiert wird, verliuft im bestrahlten System die Reaktion 
derart, daB das Methylenblau den gelockerten Wasserstoff von 
der Enzymsubstratverbindung direkt tibernimmt. Man kann sich 
vorstellen, daB bei der Belichtung eine Aktivierung der Methylen- 
blauenzymverbindung erfolgt, wodurch eine direkte Uberfiihrung 
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des Wasserstofis auf das Methylenblau erméglicht wird. Vielleicht 
fndet schon bei der normalen (Dunkel-) Dehydrierung eine direkte 
Aufnahme des Wasserstoffs von der Enzymsubstratverbindung 
durch das Methylenblau statt, eine Reaktion, deren Geschwindig- 
keit im Vergleich zur eigentlichen, durch das Flavinenzym kata- 
lysierten Hauptreaktion unbedeutend klein ist, im bestrahlten 
System jedoch eine auBerordentliche Beschleunigung erfihrt. Aus 
der vélligen UnbeeinfluBbarkeit der Lichtreaktion durch Flavin- 
enzym kann man weiterhin schlieBen, da im belichteten System 
nicht etwa ,,Lichtreaktion“ und ,,Dunkelreaktion* nebeneinander 
verlaufen, sondern daB die Dunkelreaktion praktisch nicht mehr 
in Betracht kommt. Man kann deshalb sogar annehmen, daB das 
angeregte Methylenblau die Bildung einer Dehydrase—Flavinenzym- 
verbindung in sehr weitgehendem MaBe zuriickdrinegt. 


Die Folgerung, daB die Lichtaktivierung iiber das Methylen- 
blau als Receptor erfolgt, konnte schon aus den Versuchen, in 
denen rohe Hefeextrakte als Enzymsystem zur Verwendung kamen, 
abgeleitet werden. Die Ubertragung der Filterversuche auf das 
System der Alkohol-, sowie der Hexosemonophosphatdehydrase 
mit der genauer definierten Zusammensetzung der einzelnen Kompo- 
nenten ergab erwartungsgem&8 das gleiche Bild. Im vollstindigen 
System ist eine Aktivierung auBer durch Bestrahlung mit weiBem 
Licht nur bei Einwirkung von rotgefiltertem Licht zu erzielen 
und die Aktivierung wird in Ubereinstimmung mit den oben ge- 
schilderten Verhiltnissen auch im System ohne Flavinenzym 


hervorgerufen. 


Versuch 3. System der Alkohol- 
debydrase ohne Flavinenzym. An 
Stelle des Flavinenzyms Phos- 
phatpuffer py = 7,6. 


Versuch 2. Vollstindiges System 
der Alkoholdehydrase wie in Ver- 
such 1, Ansatz 12. 








| 
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Diese Werte stehen in vollkommenem EKinklang mit den obey 
gemachten Feststellungen, daB 1. die Lichtreaktion ihren 
Prinzip nach in einer Aktivierung des Methylenblay; 
besteht, und daB 2. bei der Lichtreaktion das Flavip. 
enzym als integrierender Bestandteil des Systems aus. 
geschaltet ist. 

Die Lichtreaktion ist keineswegs spezifisch fir das Systey 
der Alkoholdehydrase, sondern lift sich auch am System der 
Hexosemonophosphatdehydrierung reproduzieren. 


Versuch 4. Reaktionsmischung I: 0,25 cem 0,1 m-hexosemonophos. 
phorsaures Ca; 0,25 cem Enzymlésung; 0,25 eem Flavinenzymlésung. 
0,35 cem Phosphatpuffer p, = 7,6; 0,5 cem Methylenblau 1: 5000. — Reak. 
tionsmischung II wie I, aber an Stelle des Flavinenzyms 0,25 cem Puffer. 








: Entfirbungs- Reaktions- 
Nr. Reaktions- Belichtung zeit geschwindigkeit 
mischung in Min. emm H,/Std. 

1 I = 19 20 

2 [ weib 13,5 28 

3 I rot 13 29 

4 I griin 17 21 

5 I blau 16,5 21,5 

6 II oe 135 2,8 

7 II weil 41 9,2 

8 II rot 41 9,2 

9 II griin 107 3,5 
10 II blau 91 4,1 














Schwermetallhemmung 
des Systems der Alkoholdehydrase bei Belichtung. 


Die eigenartige Tatsache, da& bei der Lichtreaktion eine 
Umschaltung des normalen Reaktionsweges im Dehydrasesystem 


erfolgt, in dem Sinne, daB das Flavinenzym keinen Anteil mehr }. 


an der Reaktion nimmt, gibt uns die Méglichkeit, das Verhalten 
der eigentlichen, ungefirbten Dehydrase isoliert zu studieren. So 
ist es z. B. méglich festzustellen, ob die in der voranstehenden 
Mitteilung beschriebene Hemmung der Dehydrierungsreaktion 
durch gewisse Schwermetalle ihren Angriffspunkt an der Dehydrase 
oder am Flavinenzym besitzt. Wenn auch im belichteten System, 


ebenso wie im vollstindigen System bei der Dunkelreaktion, eine | 


hemmende Wirkung durch Schwermetalle beobachtet werden kann, 
dann kann der Schlu8B gezogen werden, daB diese Hemmung am 
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dehydrierenden Enzym selbst angreift. In der Tat ergab sich, 
daB im belichteten System, und zwar sowohl im vollstiindigen als 
auch im System ohne Flavinenzymzusatz, eine Hemmung durch 
Kupfer im gleichen Mae auftritt wie im normalen Versuch mit 
dem vollstindigen Reaktionsgemisch. Fig, 2 veranschaulicht den 
hemmenden EinfluB von Kupfersulfat, und zwar Kurve I die Kupfer- 
hemmung im vollstindigen, unbelichteten, Kurve II die Kupfer- 
hemmung im vollstindigen, belichteten System, Punkt III gibt die 
geringe Aktivitit des Systems ohne Flavinenzymzusatz im Dunkel- 
yersuch und Kurve IV den Einflu8 von Kupfer auf die Reaktions- 
seschwindigkeit des belichteten, flavinenzyimfreien Systems an. 


















36 
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Fig. 2. 


System der Alkoholdehydrase. KurveI: Kupferhemmung des volistandigen Systems: 0,25 ccm 
10°/,iger Alkohol; 0,25ccm Enzymlésung; 0,25ccm Flavinenzym; 0,15ccem Co-Zymase; 0,6ccm 
Phosphatpuffer, py = 7,6; 0,5 com Methylenblau 1: 5000; unbelichtet. — Kurve II: Die- 
selbe Reaktionsmischung, belichtet mit 200-Wattlampe in 12cm Abstand. — Punkt IIT: 
Reaktionsmischung wie in KurveI, aber an Stelle des Flavinenzyms 0,25 ccm Puffer; un- 
belichtet. — Kurve IV: Dieselbe Reaktionsmischung, belichtet. 


Aus diesen Versuchen geht klar hervor, daB die Schwermetall- 
hemmung im belichteten System auf Grund der Bildung einer 
Verbindung zwischen der Dehydrase und dem Schwer- 
metall zustande kommt und man darf wohl mit Sicherheit an- 
nehmen, daB auch der Schwermetallhemmung des vollstaindigen 
Systems unter normalen Bedingungen, d. h. ohne Kinwirkung von 
Licht, dasselbe Prinzip zugrunde liegt. Es ist allerdings még- 
lich, daB im normalen Dehydrasesystem neben der Dehydrase 
auch das Flavinenzym eine Schwermetallverbindung eingeht, eine 
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Annahme, die durch die Neigung des freien Flavins zur Bildung 
von Schwermetallsalzen [z.B. Ag- und Tl-Salz‘)] gestiitzt wird 


Wie in der vorhergehenden Mitteilung erwihnt wurde, kany 
die hemmende Wirkung des Kupfers durch iiberschiissiges Kalium. 
cyanid abgeschwiicht werden. Die Ubertragung dieses Versuche; 
auf die Lichtreaktion liefert ein ganz analoges Ergebnis. 


Versuch 5. System der Alkoholdehydrase, Ansiitze 1—5 vollstindige; 
System, 6—10 an Stelle des Flavinenzyms Phosphatpuffer. Lésungen wie 
unter Fig. 2 angegeben. Kupfersulfatlésung: 0,1 cem entspricht 10 Aqui. 
valenten (vgl. Mitt. III, S. 11). Gesamtkonzentration des KCN: m/1000. 

















~ i) : tel 8) aa io) fe . 
=) Zi al Ge /ab]. 2 @ Ent- 
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o 9 | 01 | 01 | 025 | 0,25 , 0,15 | 0,4 | 0,5 11 
2 '110 | 0,1] 0,1 | 0,25 | 0,25 | — 0,15 | 0,4 | 0,5 10,5 
































Zum voranstehenden Versuch ist noch zu bemerken, daB in den An- 
sitzen 4 und 9 der Zusatz von KCN bzw. CuSO, so erfolgte, daB zur fertigen 
Reaktionsmischung zuerst das KCN, dann das CuSO, hinzugefiigt wurde, 
wihrend in den Ansiitzen 5 und 10 diese beiden Komponenten in der um- 
gekehrten Reihenfolge zugesetzt wurden. Ein wesentlicher Unterschied 
zwischen den Parallelversuchen tritt jedoch nicht in Erscheinung. 


Angriffspunkt der Monobromessigsiurehemmung. 


Ganz analog wie fiir die Schwermetallhemmung gibt die 
Lichtreaktion auch beziiglich des Mechanismus der Monobron- 
essigsiurevergiftung dariiber AufschluB, daB diese Vergiftung nicht 
etwa spezifisch am Flavinenzym angreift, sondern an der Dehydrase 
(oder méglicherweise an der Co-Zymase). Wir fanden naimlich im 


4) R. Kuhn, H. Rudy u. Th. Wagner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 
66, 1950 (1933). 














ildung 
, Wird, 


, kann 
alium. 
Suches 


in diges 
en wie 
| Aqui. 
)00. 








Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. IV. 25 


favinenzymfreien System der Lichtreaktion eine Hemmung der 
Dehydrierungsgeschwindigkeit durch Monobromessigsiiure von der 
sleichen Art wie am normalen, unbelichteten System (Fig. 3). 
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Kurve I: System der Alkoholdehydrase, ohne Flavinenzym-Zusatz, belichtet; Hemmung durch 
monobromessigsaures Na. — Kurve II: System der Hexosemonophosphatdehydrase, ohne 


Flavinenzym-Zusatz, belichtet; Hemmung durch monobromessigsaures Na. 


Der Angriffspunkt der Co-Zymase 
in den Dehydrasesystemen. 


Fiir die Notwendigkeit der Co-Zymase als Aktivator bei 
Dehydrierungssystemen liegt eine groBe Anzahl von beweisenden 
Versuchen vor. Dagegen ist die Frage nach dem Wesen, nach 
dem Mechanismus der Co-Zymasewirkung noch vollig offen. Wenn 
man sich zuniichst die Frage vorlegt, in welchen Teil des Dehydrase- 
systems die Co-Zymase eingreift, so kénnte man unter Heran- 
ziehung des bisher vorliegenden Materials zu der Auffassung 
kommen, daB die Co-Zymase funktionell mit dem Flavinenzym 
verkniipft sei, denn in all den Fallen, wo ein Zusammenwirken 
von Dehydrase und Flavinenzym mit Sicherheit nachgewiesen 
werden konnte, hatte sich gezeigt, daB auch die Co-Zymase als 
notwendiger Bestandteil in das System eingeht. Auf der anderen 
Seite gibt es einen Hinweis dafiir, daB in solchen Fallen, wo 
Oxydoreduktionen ohne Beteiligung von Flavinenzym verlaufen, 
auch Co-Zymase nicht als Aktivator wirksam ist; so haben z. B. 
Green und Dixon‘) gefunden, da8 in Xanthinoxydasepraparaten 


°) Biochemie. J. 28, 237 (1934). 


26 Hans von Euler und Erich Adler, 


Flavin praktisch vollstindig fehlen kann, und B. Anderssonif 


konnte kiirzlich zeigen, dab Co-Zymase ohne aktivierenden jp. 
fluB auf die Wirkung der Xanthinoxydase ist. 
Eine sichere experimentelle Méglichkeit zur Priifung de 


Frage, ob die Vergesellschaftung von Co-Zymase und Flavinenzyy § 


auch wirklich eine funktionelle Beziehung zwischen diesen beidey 
Komponenten bedeutet, lag bisher nicht vor. Nunmehr haben wi 
jedoch in der ,,Lichtreaktion“ der Alkohol- bzw. Hexosemono. 
phosphatdehydrase eine Méglichkeit, die Beeinflussung der Deby. 
drase fiir sich, in Abwesenheit von Flavinenzym, zu beobachter, 
Es wurde schon oben erwihnt, da&B zum Zustandekommen der 
beschleunigten Methylenblauentfirbung unter Lichteinwirkung di 
Gegenwart von Co-Zymase erforderlich ist. Sehr deutlich driick 
sich die Beteiligung der Co-Zymase an der Lichtreaktion in Ver. 


suchsreihen mit steigender Co-Zymasekonzentration aus. In Fig.‘ f 
wird fiir den Fall der Alkoholdehydrierung die Abhangigkeit def 


Reaktionsgeschwindigkeit von der Co-Zymasekonzentration sowol! 


im vollstindigen als auch im praktisch flavinenzymfreien Systen 


im Dunkel- und im Lichtversuch dargestellt. 
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Alkoholdehydrase. Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Co-Zymasekonzet: 


tration. KurveI: Vollstindiges System, wie unter Fig. 2 angegeben, jedoch variierend 

Co-Zymasemenge; unbelichtet. — Kurve II: Vollistandiges System, belichtet. — Kurve III 

System ohne Flavinenzym-Zusatz, unbelichtet. — Kurve IV: System ohne Flavinenzym- 
Zusatz, belichtet. 


Das System der Hexosemonophosphatdehydrase verhiilt sich | 
prinzipiell gleichartig, auch hier ist die praktisch flavinenzymfrete | 


Lichtreaktion an die Gegenwart von Co-Zymase gebunden (Fig. 5} 





6) Svenska Vet. Akad. Ark. f. Kemi 11 A, Nr. 17 (1934). 
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Der Befund, daB die Co-Zymase einen unerliBlichen Be- 
standteil im System der lichtaktivierten Methylenblauentfirbung 
‘durch Alkohol- und Robisonesterdehydrase darstellt, liefert unter 
Heranziehung der Tatsache, daB diese Reaktion ohne Mitwirkung 
des Flavinenzyms' verliuft, den deutlichen Beweis, daB die Co- 
zymase funktionell mit der Dehydrase verkniipft ist. Die an sich 
naheliegende, von uns erwogene Annahme, dab die Co-Zymase am 
Flavinenzym angreift, kann dagegen nicht mehr in Betracht ge- 
yogen werden. Damit ist eine fiir die weitere Aufklarung der 
(o-Enzymfunktion wichtige Frage beantwortet. 
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Fig. 5. 
System der Hexosemonophosphatdehydrase. Kurve I: Ohne Flavinenzym-Zusatz, wie in Ver- 
such 4 (Reaktionsmischung II), unbelichtet. — Kurve II: Das gleiche System, belichtet. 


Bei allen in diesen Mitteilungen beschriebenen Dehydrierungs- 
vorgingen ist als notwendiger Aktivator das Co-Enzym der alko- 
holischen Girung (die Co-Zymase) in Form der hier erhaltenen 
hochgereinigten Priparate verwendet worden. 

Andererseits liegt in dem von Warburg untersuchten Flavin- 
enzym-System ein Aktivator vor, der aus Pferdeblutzellen gewonnen 
wird und von Warburg als Atmungs-Co-Ferment bezeichnet wird. 
Nach einer kiirzlich erschienenen Mitteilung von Warburg und 
Christian’) soll dieses Atmungs-Co-Ferment nicht imstande sein, 
elektrodialysierten Lehedewsaft sowie ausgewaschene Trockenhefe 
zur Glucosevergirung zu bringen. 

Daraus miiBte geschlossen werden, daf das Warburgsche 


_ Atmungs-Co-Ferment von der Girungs-Co-Zymase verschieden ist. 


Mit der genauen Charakterisierung der Wirksamkeit der Co-Zymase 
und ihrer Stellung als Co-Enzym der Dehydrierung, sowie mit ihrer 
Abgrenzung gegeniiber dem Warburgschen Atmungs-Co- Ferment 


und dem Co-Ferment der Milchsiurebildung sind wir beschiftigt. 





’) Biochem. Z. 274, 112 (1934). 


Beitrage zur Fluorescenz der Porphyrine. IV. 
Von 
Hermann Fink und Wolfgang Hoerburger. 


Mit 2 Figuren im Text. 


[Aus der Landwirtschaftlich-Tierarztlichen Fakultat der Universitat Berlin 
und dem Institut fir Garungsgewerbe *).} 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Januar 1935.) 


In unseren fritheren Mitteilungen’) ist die p,-Fluorescenz. 
kurve als eine fiir jedes Porphyrin streng spezifische Eigenschaft 
erkannt worden. Diese Tatsache begriindete sich auf die Unter. 
suchungen an fast drei Dutzend Porphyrinen. Dabei waren simt- 
liche Messungen zur Erreichung vergleichbarer Resultate unter 
den gleichen Versuchsbedingungen vorgenommen worden. Wir 
hatten auch bisher davon Abstand genommen, fir jeden einzelnen 
Farbstoff die optimalen Versuchsbedingungen aufzufinden; unter 
weitgehender Beriicksichtigung der spezifischen Eigenschaften der 
verschiedenen Porphyrine war insbesondere die Konzentration ein- 
heitlich derartig festgelegt worden, daB der Beweis der Spezititit 
der p,,-Fluorescenzkurven am klarsten herausgearbeitet werden 
konnte. Die Farbstoffstandardlésungen waren bei allen Messungen 
‘/sooro Molar, enthielten also etwa 5—S8 mg in 100 ccm. Die Farb- 
stoffkonzentration in den einzelnen Pufferlésungen der Messungs- 
serie betrug 0,05—0,08 mg auf 30 ccm Puffer. 

Wird die p,,-Fluorescenzkurve als Identifizierungsmethode bei 
physiologischen Praiparaten*) herangezogen, so kann die Farbstofi- 

*) Die Versuche sind noch an der Wissenschaftlichen Station fiir 
Brauerei in Miinchen ausgefiihrt worden. 

1) Diese Z. 218, 181 (1933); 220, 128 (1933); 225, 49 (1934). 

*) In jiingerer Zeit wurde auf einem ganz anderen Gebiet die px: 
Abhingigkeit der Fluorescenz untersucht. R. Kuhn und Mitarbeiter (Ber. 
chem. Ges. 67, 888 (1934))] stellten nach unserem Vorgehen die p;,-Fluor- 
escenzkurven von Flavinen auf. Wiahrend bei Porphyrinen im isoelektrischen 
Punkt ein Minimum der Lichtemission zu beobachten ist, zeigen die Fiavine 
im isoelektrischen Punkt das Maximum der Fluorescenz und einen starken 
Abfall bis Null sowohl im sauren, wie im alkalischen Ast. Abgesehen von 
diesem grundsitzlich verschiedenen Verhalten besteht ein Unterschied noch 
darin, daB bei den Fiavinen reine Lésungen vorliegen, wihrend bei den 
Porphyrinen in wiBriger Lésung meistens kolloiddisperse Phasen zur Beob- 
achtung gelangen. Als Identifizierungsmethode kommt die pg-Fluorescenz- 
kurve bei den Flavinen nicht in Anwendung, da die Spezifitit anscheinend 
nicht so eindeutig ausgeprigt ist, wie bei den Porphyrinen. 
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konzentration wesentlich herabgesetzt werden. Es bedarf keiner 
weiteren Ausfihrung, daB bei physiologischen Arbeiten unter 
(mstinden Porphyrin nur in kleinen und kleinsten Mengen er- 
halten wird. 

Schon bei der Untersuchung eines Falles von Ochronose’), 
hei welcher das in den Knochen vorkommende Porphyrin ein- 
deutig durch die p,,-Fluorescenzkurve als Uroporphyrin Petry 
erkannt werden konnte, betrug die Porphyrinmenge, mit der die 
Messung ausgefiihrt wurde, nur mehr etwa 1 mg (2 mg fiir Doppel- 
messung), also etwa den vierten Teil der oben angegebenen Standard- 
konzentration. Inzwischen haben wir die Methode bei einer Reihe 
physiologischer Priparate herangezogen, bei einigen klinischen 
Fillen, sowie bei der Identifizierung des atherléslichen Porphyrins 
aus normalem Harn’). In letzterem Fall stand zur Messung nur 
0,38 mg reinen Farbstoffs zur Verfiigung. Nach Abstimmung der 
Messungsmethodik auf so geringe Porphyrinmengen, wobei vor 
allem die Zahl der Kurvenpunkte auf die Hilfte herabgesetzt 
wurde und weiter auch die Menge der einzelnen Pufferliésungen 
von 30 com auf 20 ccm verringert wurde, gelang es auch in diesem 
Fall, eine eindeutige Identifizierung als Koproporphyrin I in 
doppelter Bestimmung *) durchzufiihren. 

Als Vorarbeit fiir die Identifizierung des Harnporphyrins 
hatten wir nun zundchst studiert, bis zu welchem Grad von Ver- 
dinnung man mit einem einwandfreien Resultat der Messung 
rechnen kann. Denn ganz abgesehen von dem Verdiinnungsgrad, 
bei dem die Lichtemission iiberhaupt nicht mehr wahrnehmbar 
ist, wird oberhalb dieses Punktes ein nicht unbetrichtlicher Konzen- 
trationsbereich liegen, in dem entweder Intensitiitsunterschiede 
nicht mehr feststellbar sind, oder in dem deren Feststellung im 
wesentlichen abhingt von dem spezifischen Unterscheidungsvermégen 
des einzelnen Beobachters. In dem von uns normal studierten 
Intensitiitsbereich der Lichtemission dagegen ist, wie wir feststellen 
konnten, ein derartiger individueller Beobachtungsfaktor zu ver- 
nachlassigen. 

Es ist unserer Anschauung nach auch nicht statthaft, ohne 
beweisende Versuche anzunehmen, daf noch bei beliebig groB 


) Diese Z. 202, 8 (1931). 

*) Naturw. 22, 292 (1934). 

*) Die bei unserer Methode nétigen zahlreichen py-Messungen werden ein- 
fach und genau durchgefihrt nach der von uns friiher beschriebenen Modifika- 
tion der elektrometrischen Titration. Wochenschr. f. Brauerei 1932, S. 89. 
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gewahlter Verdiinnung die Spezifitit der p,-Fluorescenzkurye 
erhalten bleibt. Gerade die sehr grofen Verainderungen der Kurvye, 
bei gréBerer Verdiinnung, die wir gelegentlich beobachtet habep, 
veranlaBte uns, die Frage nachzupriifen, ob die Spezifitat erhaltey 
bleibt und in welchem Konzentrationsbereich am eindeutigsten die 
Kurven miteinander zu vergleichen bzw. voneinander zu unter. 
scheiden sind. 
Wir haben deshalb von den beiden isomeren Koproporphyriney 

I und III, welche beide in der physiologischen Chemie nebey 
Uroporphyrin das gréBte Interesse fiir sich beanspruchen, Kon. 
zentrationsserien ausgemessen. Die Konzentrationen sind gegen. 
seitig angeglichen und betrugen in 100 ccm Farbstoffstandard. 
lésung: 

1 1,308 mg 3 0,130 mg 

2 0,654 mg 4 0,065 mg. 


Diese Standardlésungen wurden in der iiblichen Weise durch 
Zugeben zu den Puflerlésungen etwa 30 fach fiir die eigentliche 
Messung verdiinnt. 

Zu den Kurvenscharen auf $8.31 u. 32 ist folgendes zu bemerken: 
Als wesentliches Merkmal, das nicht nur bestimmend war fiir den 
Kurventypus, sondern auch innerhalb der Isomerenreihen die 
Unterscheidungsméglichkeit bot, bezeichneten wir den alkalischen 
Ast der p,,-Fluorescenzkurve. Der saure Ast war, mit wenigen 
Ausnahmen, der Form und der Hohe nach fast durchweg gleich. Bei 
den Konzentrationsserien ist zuniichst bemerkenswert das schnelle 
Absinken der Intensitat der Lichtemission im sauren Gebiet. Die 
»Hdhe* des sauren Astes nimmt viel rascher ab, als die des alka- 
lischen. Besonders anschaulich ist dies bei Koproporphyrin III: 
Bei der urspriinglichen Konzentration — Standardlésung */,9 a 
molar — ist der saure Ast héher als der alkalische’); schon bei 
1,30 mg in 100 ccm Lésung ist er wesentlich niedriger als der 
alkalische Ast. In alkalischer Lésung ist die Fluorescenzinten- 
sitit auch bei der niedrigsten hier studierten Konzentration noch 
betrachtlich. Fir quantitative Untersuchungen ergibt sich hieraus 
der SchluB, daB kleinste Mengen von Porphyrin in alkalischer 
Lésung leichter durch Fluorescenz zu erfassen sind als in saurer 
Lésung. Das Minimum der Licktemission, das bei héheren Konzen- 
trationen einen gut markierten Punkt darstellt, verbreitert sich 
mit sinkendem Farbstoffgehalt zu einer lichtschwachen Zone. Die 


) Vgl. Diese Z. 218, 181 (1933). 
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; Kurveniiste werden mit fallender Konzentration nicht nur niedriger, 
' sondern auch kiirzer, Trotzdem bleibt die Form der Dissoziations- 
‘\urve im Prinzip erhalten. Wahrend bei Koproporphyrin | in 
einer Konzentration von 1,308 mg in 100 ccm Standardliésung das 
“Maximum der Fluorescenz bei p,, 2 noch nicht erreicht ist, ist 
pei 0,065 mg in 100 ccm Standardlésung bereits von p, 2,8 an 
' eine Zunahme nicht mehr festzustellen. 
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Fig. 1. 
Koproporphyrin I. 


Aus den Messungen ergibt sich ferner, daB die Spezifitat der 
Kurven bei Verringerung der Farbstoffkonzentration weitgehend 
erhalten bleibt. Auch bei den kleinsten hier studierten Konzen- 
trationen ist die Unterscheidungsméglichkeit zwischen Kopro- 
porphyrin I und III noch vorhanden; wenn wir den gréBeren Teil 
der Messung bei der jeweiligen Kurve 4 punktiert zeichnen und als 
geschiitzt. bezeichnen, so ist doch der alkalische Ast deutlich als 
verschieden zu erkennen. Die Aufstellung einer bestimmten Grenz- 
konzentration soll hier noch nicht erfolgen; wir hatten bis jetzt 
auch noch keine Veranlassung, in praktischen Fallen die unterste 
Grenze anzustreben. 
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Es wird weiterhin dieser Punkt fiir uns von nebensiichlichey, 
Interesse bleiben, da wir besonderen Wert legen auf vollkomme;, 
Kongruenz zweier Kurven und damit auf die Méglichkeit, ej, 
Porphyrin eindeutig zu identifizieren. Es geniigt uns nicht di 
Erkenntnis, daB zwei Porphyrine auf Grund der Kurven von sely 
abnlichem Charakter sind [Fikentscher}). 

Auf die eben genannte Arbeit mu8 hier noch mit einigen Bemerkunge, 
eingegangen werden, da sie zum Teil nicht unwidersprochen bleiben dar 


Gegen die optische MeBanordnung der Porphyrinfluorescenz, die Fikent. 
scher von uns im wesentlichen iibernommen hat, kann nichts eingewende: 
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Koproporphyrin ITI. 


werden. Die Anwendung einer so exakten Methode aber scheint bei klini- 
schen Bestimmungen des Porphyringehaltes im Harn, Fruchtwasser usw. 
nicht gerechtfertigt, solange die Extraktion der Porphyrine und die che- 
mische Vorbearbeitung des Porphyrinextraktes nicht als quantitativ be. 
zeichnet werden kann. Zum Teil haben wir derartige schwerwiegende Ein- 
wiinde bereits erhoben’). 

Auch gegen die von unserer Methode abweichende Aufstellung vou 
Py-Fluorescenzkurven muB ein neuer Einwand vorgebracht werden. Fikent: 
scher verwendet zur Aufstellung der py-Fluorescenzkurve ,,méglichst nicht 
unter 0,075 mg Porphyrin in 100 cem 5°/,iger HCl gelést‘. Um diese 
Lésungen zu ,,klinischen Untersuchungen“ anwenden zu kénnen, miissen 


*) Klin. Wschr. 13, 285 (1934). *) Diese Z. 225, 54 (1924). 
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' «je ,unter gewissen VorsichtsmaBregeln bis zur angeniiherten Neutralitit 
 abgestumpft werden“. Fikentscher erwahnt dabei den gelegentlichen Be- 
fund, daB ,,die Porphyrinfluorescenz geschidigt wird“. Das wihrend der 
| Neutralisierung sehr leicht kolloidal ausfallende Porphyrin geht beim Mischen 
- mit den Puffern nicht ohne weiteres mehr in Lisung, wodurch die ,,Schi- 
| digung der Porphyrinfluorescenz“ sehr einfach zu erkliren ist. Es ist eigent- 
lich selbstverstindlich, daB bei quantitativen Untersuchungen Operationen 
' yermieden werden, durch welche die quantitative Erfassung einer Substanz 
unméglich gemacht wird. 


Im Zusammenhang mit der Besprechung der Konzentrationsserien muB 


folgendes eingewendet werden, ,,Da bei klinischen Untersuchungen nicht 
' wie bei Porphyrinreinpriparaten die Konzentration der Porphyrinlésungen 
| genau gleichgestaltet werden kann, miissen die pq-Fluorescenzkurven in 
eine von der Konzentration unabhingige Form gebracht werden. Dies laBt 
sich in der Art, wie es Heilmeyer bei seinen typischen Farbkurven ge- 
' macht hat, durch Logarithmierung der relativen Lichtintensitit erreichen“ 
(Fikentscher). Zunichst soll hierzu festgestellt werden, daB die Farb- 


kurven nicht von Heilmeyer, sondern von Weigert') stammen; es ist ge- 


briuchlich, den Autor zu zitieren und nicht den Verfasser eines Lehrbuches’). 


Die Ubertragung der Berechnungsart der Farbkurven auf die py- 


- Fluorescenzkurven halten wir fiir unrichtig. Die Farbkurven driicken aus 
die Extinktion als Funktion der Wellenlinge; die py-Fluorescenz- 
_ kurven sind Dissoziationskurven, die Fluorescenzintensitaét wird dar- 
gestellt als Funktion der Wasserstoffionenkonzentration. Es 
' bleibt uns unverstindlich, wie man zwei derart verschiedene physikalische 
 GesetzmiBigkeiten nach derselben Berechnungsart darstellen will. Wenn 
auch ein derartiger Vorschlag, die Kurven konzentrationsunabhingig zu 
| gestalten, aus formalen und aus praktischen Griinden einen Vorteil bedeuten 
_ wiirde, so muB er in demselben Augenblick verworfen werden, wo bewiesen 
_ist,daB er aus experimentellen physikalischen Tatsachen heraus 
unrichtig ist. Es ist nicht méglich, eine von den oben angefiihrten Kurven- 


scharen nach dem Vorschlag Fikentschers in eine einzige Kurve umzu- 


‘ rechnen. Wiirden z. B. die mit 0,130 mg Koproporphyrin III und die mit 


1,308 mg Koproporphyrin III erhaltenen Fluorescenzkurven konzentrations- 
unabhiingig berechnet, so resultieren dabei zwei Kurven, die nicht nur nicht 


_ kongruent, sondern viel verschiedener in der Gestalt wiren, als die zweier 
_ isomerer Porphyrine, z. B. der Mesoreihe. Aus unseren Konzentrationsserien 
_ ist dies leicht ersichtlich; die verschiedene Breite des Fluorescenzminimums 
oder die verschiedene Lage des Punktes, in dem das Maximum der Licht- 
emission erreicht ist, 1i8t die Unméglichkeit erkennen, die Kurven durch 
_ Berechnung in eine Form zu pressen. Zur eindeutigen Identifizierung ist — 
' das mu8 noch einmal wiederholt werden — durch experimentellen Vergleich 
_ erzielte Kongruenz und nicht nur durch Rechnung angeniherte Ahnlichkeit 
_ der Kurven notwendig. Wir haben berechtigtes Interesse, da8 unsere in ein- 
_ gehenden Untersuchungen geschaffene Methode auch auf klinische Verhiltnisse 
 sinngemi8B und in den physikalischen Grundlagen richtig iibertragen wird. 





) Ber. chem. Ges. 49, 1496 (1916). 
*) L. Heilmeyer, Medizinische Spektrophotometrie. Jena, Gustay 


| Fischer 1983. 
_ _Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XXII. 3 
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Warum Fikentscher iiberhaupt eine von der Konzentration y,. 
abhingige Form fiir die py-Fiuorescenzkurven ben6tigt, ist uns unklay 
naehdem er 0,005215 mg (!) Porphyrin') mit seiner Methode noch feststelley 
kann. Bei der Gleichgestaltung der Konzentration kann es sich nur up 
die Farbstoftkonzentration handeln. Die aus den physiologischen Fiiissig. 
keiten mitextrahierten Begleitsubstanzen kénnen damit nicht gemeint sein, 
Diese werden sowohl der Zusammensetzung wie der Menge nach von Fl 
zu Fall verschieden und dementsprechend auch ihr Einflu8 auf die Fluor. 
escenz der Porphyrinlésung unberechenbar sein. 


Zusammenfassung. 


Es wurde testgestellt, daB auch bei sehr niedrigen Porphyrin. 
konzentrationen die Spezifitat der p,,-Fluorescenzkurven fiir die 
isomeren Koproporphyrine I und III besteht. Es ist also die 
Méglichkeit gegeben, in physiologischen Fallen auch bei sehr 


kleiner Ausbeute, etwa 0,1—0,2 mg pro Kurve, eine Identifizieruny § 


durchzufiihren?). Voraussetzung ist bisher noch die Reinheit 
der Analysensubstanz, besonders von Fluorescenz-beeinflussenden 
Stoffen. 

Im Gegensatz zu unseren ersten p,,-Fluorescenzmessunger, 
wurde im Hinblick auf die erweiterte Anwendungsméglichkeit zur 
Identifizierung von Porphyrinspuren bereits die Zahl der Kurven- 
punkte auf die Halfte verringert, ebenso die Menge der einzelnen 
Pufferlésungen verkleinert. In diesen beiden Punkten diirfte eine 
weitere Kinsparung nurmebr auf Kosten der Genauigkeit gehen. 
Dagegen diirfte durch Umgestaltung der Apparatur auf mikro- 


chemische Untersuchung sich eine weitere Verringerung der § 


notigen Porphyrinmengen ergeben. 

Die Modifikation unserer Methode durch Fikentscher mubte 
aus theoretischen und experimentellen Griinden heraus_ kriti- 
siert werden. 


In der letzten Zeit bot sich die Gelegenheit, die Arbeitsbasis ez: f 


heblich zu verbreitern. Herr Dr. Waldenstrém aus Upsala trat 
sein Rockefeller-Stipendium bei Herrn Geheimrat Hans Fischer 


in Miinchen an und brachte mehrere Porphyrin-Priiparate mit, f 


welche er bei der klinischen Untersuchung einiger interessanter 


Porphyrin-Falle in Schweden erhalten hatte. Auch hier lagen} 





*) Dieser Wert wird in der zitierten Arbeit als Beweis fiir die Genauig 
keit der Methode angegeben. 
*) Vel. H. Fink u. W. Hoerburger, Naturw. 22, 292 (1934). 














nklar, 
tellen 
r um 
issig. 

sein, 








Beitriige zur Fluorescenz der Porphyrine. IV. 35 


meist nur iuBerst kleine, zur Analyse nicht ausreichende Mengen 
an Farbstoffen in noch nicht reinem Zustande vor. Die von 


Herr Geheimrat Hans Fischer eingeleitete Zusammenarbeit 


gestaltete sich sehr fruchtbar. Dabei konnten unsere~ bei der 
Aufklarung des natiirlichen Harnporphyrins gesammelten Er- 
fahrungen in der Reinigung von Porphyrinspuren und in der Iden- 
tifizierung mit der p,,-Fluorescenzkurve verwertet werden und die 
meisten der von Herrn Dr. Waldenstrém isolierten und ab- 
getrennten Farbstofie identifiziert werden. Uber diese gemeinsamen 
durchgefiihrten Untersuchungen, bei denen u. a. auch ein neues 
isomeres Uroporphyrin aufgefunden worden ist, wird demnichst 
berichtet werden. 


Wir gestatten uns, der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft unseren herzlichsten Dank auszusprechen fiir die 
Unterstiitzung der Arbeit und besonders fiir das dem einen von 
uns (W. H.) gewahrte Stipendium. 


3* 
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Uber den Flavingehalt der Leber und Muskulatur 
von gesunden und B,-avitaminotischen Ratten. 


Von 


Richard Kuhn, Hans Kaltschmitt und Theodor Wagner-Jauregg. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Januar 1935.) 


Die Identitét des Vitamins B, mit dem Lactoflavin 1lagt 
erwarten, daB die B,-Avitaminose unabhingig von duBeren Syn- 
ptomen in einem Mindergehalt dieses Farbstoffs in den Organen 
der erkrankten Tiere zum Ausdruck kommen wird. Als Versuchs- 
tier diente die Ratte. Fiir die stufenphotometrische Bestimmung 
des Flavingehalts') verwendeten wir die Leber, sowie die Mus- 
kulatur des Riickens und der Hinterbeine, 

Bei dem angestrebten Vergleich ist zu beriicksichtigen, dai 
die B,-avitaminotischen Ratten in ihrem Wachstum gegeniiber 
normal ernihrten zuriickbleiben, so daf die kranken Tiere bei 
gleichem Alter erheblich geringeres Gewicht aufweisen. Aus diesem 
Grunde haben wir verglichen: 1. gleichaltrige Tiere, 2. Tiere von 
annihernd gleichem Gewicht, wobei also die normal ernidhrten 
Ratten entsprechend jiinger waren. Der Farbstoffgehalt wird 
angegeben a) je Tier, b) auf gleiches Gewicht der untersuchten 
Organe bezogen. 

In qualitativer Hinsicht bestitigen die vorliegenden Versuche 
die eingangs ausgesprochene Erwartung. Quantitativ betrachtet, 
ist jedoch die Abnahme des Flavingehalts in der Leber bei B,- 
freier (B,-armer) Ernahrung verhiltnismiBig gering bzw. langsam. 
Wichtig ist die Erfahrung, daB der Flavingehalt der Leber normal 
ernahrter Ratten bemerkenswert konstant ist. Er liegt bei 150 
bis 170 y Farbstoff (auf Lactoflavin berechnet) je 10 g Frischleber’). 





1) R. Kuhn, Th. Wagner-Jauregg u. H. Kaltschmitt, Ber. chem. 
Ges. 67, 1452 (1934). 

*) In Rinderleber ist der Flavingehalt auffallenderweise genau gleich 
groB gefunden worden. Vgl. Anm. 1. 
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Bei B,-freier Ernihrung wurde ein Absinken auf 130, 117 und 
82 y festgestellt, also bis etwa auf die Hilfte. Der Tod der avit- 
aminotischen Ratten kann eintreten, solange die Tiere noch ver- 
hiltnism4Big bedeutende Farbstoffreserven in der Leber. besitzen. 
In der Muskulatur, die unter normalen Bedingungen etwa 6 y Farb- 
stoff (als Lactoflavin berechnet) auf je 10 g Frischgewicht enthilt, 
scheint die Verarmung bei B,-freier Ernihrung schneller und weit- 
gehender einzutreten. Die empfindliche Fluorescenzprobe fiel 
éfters bei schwer avitaminotischen Tieren negativ aus oder lieB 
nur noch Spuren von Flavin erkennen. 

Es verdient hervorgehoben zu werden, dab die Lebern der 
kranken Tiere beim Versuche, sie zu zerkleinern, besonders leicht 
zerfielen. DaB die Lebern leichter waren als die gesunder Ratten 
ist bei der allgemeinen Wachstumshemmung nicht verwunderlich. 

Fiittert man Ratten mit einem groBen Uberschu8 an Lacto- 
Havin, zB. dem zehnfachen dessen, was die normale Nahrung 
enthilt, so kommt es zu einer Farbstoffspeicherung in der Leber 
und Muskulatur. Aber auch dieser Effekt scheint nicht gro’, wenn 
man damit etwa das Speicherungsvermégen fiir Vitamin A ver- 
gleicht. Aus der Figur ist die GréBenordnung der Farbstoffabnahmen 
und -zunahmen bei B,-freier und B,-reicher Fiitterung zu ersehen. 
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Flavingehalt der Lebern (Tiere gleichen Alters). 
A fiir je 10 g Leber, B je Tier 
I = normal erndhrt (etwa 10 y Lactoflavin je Tag) 
II = B,-frei ernaihrt 
III = B,-reich ernihrt (etwa 110 y Lactoflavin je Tag) 


Ordinaten: Farbstoffgehalt in y ber. fiir Cy,HyN,O«. 
Zusammenfassend ergibt sich, daB die Rattenleber unabhingig 
vom Angebot ihren B,-Gehalt verhiltnismaBig konstant zu erhalten 
bestrebt ist, und da deutliche Ausschlige erst bei starkem Unter- 
oder Uberangebot erkennbar werden. Vielleicht wird in anderen 
Organen der B,-Gehalt der Nahrung schneller und deutlicher in 
einer Zu- und Abnahme des Flavingehalts zum Ausdruck kommen. 


88 R. Kuhn, H. Kaltschmitt und Th. Wagner-Jauregg, 


Auf die Frage, ob eine ,,Diagnose“ der B,-Avitaminose auf Grund 
des Farbstoffgehaltes der Tiere, also unabhingig von der Wachs. 
tumsgeschwindigkeit méglich ist, méchten wir antworten, daB dig 
durch Analyse der Lebern erst bei schwerer Avitaminose mit 
Sicherheit gelingen wird und da der Stillstand des Wachstum; 
der schon friiher in Erscheinung tritt, ein empfindlicheres Kri. 
terium darstellt. 

Das begrenzte Speicherungsvermégen ist gut verstindlich, wen 
man beriicksichtigt, daB das Vitamin B, in der Leber sich nicht 
in freiem Zustande, sondern in hochmolekularer Bindung vorfindet}, 
Nimmt man an, daB ein ,gelbes Ferment vorliegt, das wie das. 
jenige aus Hefe von O. Warburg und W. Christian nur 0,45 
bis 0,47°/, Farbstoff enthilt*), so ist der normale Fermentgehalt 
der Leber bereits erstaunlich hoch: 1 kg Frischleber mit 15 mg 
Lactoflavin enthalt nimlich unter der gemachten Annahme rund 
0,015 x 200 = 3,0 g Ferment, oder auf Trockengewicht (30°, 
bezogen etwa 1°/, Ferment. Wenn wir durch Steigerung der 
normalen Lactoflavinmenge des Futters auf das Zehnfache eine 
entsprechende Farbstoffanreicherung in der Leber hiatten erzielen 
kénnen, so hatte der Fermentgehalt auf 10°/, steigen miissen. 
DaB dies nicht der Fall war, beruht offenbar darauf, daB das 
Speicherungsvermégen durch die zur Verfiigung stehende 
Menge des kolloiden Tragers (Proteins) bestimmt wird. Das 
Farbstoffangebot scheint neben diesem limitierenden Faktor von 
geringerer Bedeutung zu sein. Durch die hochmolekulare Ver- 
ankerung in den Zellen liegen die Verhiltnisse beim Vitamin B, 
wesentlich anders als etwa beim féttléslichen Vitamin A oder dem 
im Zellsaft léslichen Vitamin C. Es ist verstindlich, daB nicht 
nur Speicherung, sondern auch Verarmung des in den Zellen hoch- 
molekular gebundenen Vitamins B, langsamer erfolgen als bei den 
anderen genannten Vitaminen. 


Beschreibung der Versuche. 


Das Futter der normal ernihrten Ratten bestand aus ,,Zucht: 
kuchen“ folgender Zusammensetzung: 150 g Gemisch von Hafer, Weizen 
und Gerste, 900 g Reisstiirke, 300 g Dextrin, 400 g Casein, 100 g Salzgemisch, 
100 g Marmite (Vitox), 300 g Maiskeimél mit 3 cem Vigantol und 30 mg 
Carotin («, 8). UWhberdies erhielten die Tiere 4 mal in der Woche Reis und 


1) P. Gyérgy, R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, Diese Z. 223, 
241 (1934); H. v. Euler, E.Adleru. A.Schilétzer, Diese Z. 226, 87 (1934). 
*) H. Theorell, Biochem. Z. 272, 155 (1934). 
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Milch, 2mal Brot und 1 mal ein Gemisch von Gerste, Weizen und Hafer, 
sowie Wasser nach Belieben. 

Der Flavingehalt im Futter der normal erniéhrten Ratten: 2250 g 
Zuchtkuchen enthalten 100 g Vitox (Marmite). Davon fressen die Tiere je 
Tag 7—10 g, entsprechend etwa 0,4 g Vitox. Nach R. Kuhn, Th. Wagner- 
Jauregg und H. Kaltschmitt') enthilt 1 kg Vitox 83 mg Flavin (Lacto- 
flavin). Die Ratten erhalten also je Tag etwa 33: 2500 = 13 y Lactoflavin 
in Form des Hefepriparats, eine Menge, die fiir bestes Wachstum ausreichend 
ist. Dazu kommen noch die B,-Mengen, die im Getreide, Brot und in der 
Milch enthalten sind. 

Das Futter der B,-Tiere besaB die bei P. Gyérgy, R. Kuhn und 
Th. Wagner-Jauregg’) mitgeteilte Zusammensetzung. Nur war ein Teil 
(25°/,) der Maisstirke durch Dextrin ersetzt, um das Futter in Form von 
Kuchen verabreichen zu kénnen. Der Flavingehalt dieses Futters ist 
sehr gering: 50 g fein gepulvertes Futter (Bourquin-Sherman) wurden 
2 mal mit 750 cem Wasser je 15 Minuten zum Sieden erhitzt. Der durch 
Zentrifugieren geklirte Kochsaft wurde mit Benzin ausgeschiittelt und in 
n/2 alkalischer Lésung nach O. Warburg und W. Christian unter Eis- 
kiihlung 80 Minuten belichtet, Nach dem Ansiuern lieB sich durch Chloro- 
form kein Lumiflavin ausschiitteln (Fluorescenzprobe vor der Quarzlampe). 
Die dextrinhaltigen Futterkuchen lieferten dasselbe negative Ergebnis. Die 
verwendeten B,-Konzentrate aus Hefe, die wir der Freundlichkeit der 
I. G. Farbenindustrie A.-G. Werk Elberfeld verdanken, waren vollkommen 
flavinfrei. 

1. Vergleich von normal ernahrten mit B,-frei + 10 7 Lactoflavin 
je Tag ernahrten Ratten. Der Erwartung gemi8 ergaben sich keine 
Unterschiede. 5 junge Tiere erhielten das B,-freie Futter. Nachdem sie bei 
mangelhaftem Wachstum 23,5, 34,0, 29,5, 27,0, 32,0 g erreicht hatten, bekamen 
sie noch 107 Lactoflavin (kryst., aus Milch) je Tag. Nach 10 Wochen 
betrug ihr Gewicht 117, 100, 100, 96, 106 g und das Gesamtgewicht der 
Lebern 22,0 g. In den Lebern fanden wir 232 7 Lumiflavin = 348 y Lacto- 
flavin; in der Muskulatur (64 g) lieBen sich nachweisen 25 y Lumi- 
flavin = 37,5 y Lactoflavin. 3 normal ernihrte Tiere im Gewicht von 72, 
80, 85 g lieferten 13,3 g Leber mit 129 y Lumi = 194 y Lactoflavin. 

je 10g Leber je Leber 
Normal ernihrte Ratten 146 y 65 ¥ 
B,-frei + 10 y Lactoflavin 158 y Wy. 
Die ganz geringen Unterschiede liegen innerhalb der bei normal erniihrten 
Tieren gefundenen Schwankungen. 

2. Normal + 100 y Lactoflavin je Tag ernahrte Ratten. Die mit 
100 y Lactoflavin ernihrten Tiere zeigten in der Leber eine Zunahme des 
Flavingehalts von etwa 60°/, gegeniiber den normalen und den B,-frei + 10 y 
Lactoflavin erndhrten Ratten. In der Muskulatur scheint eine stirkere 
Speicherung, von etwa 100°/,, stattzufinden, doch sind die Angaben fiir die 
Muskulatur mit Riicksicht auf den viel geringeren Farbstoffgehalt erheblich 
ungenauer als fiir die Leber. 


1) Ber. chem. Ges. 67, 1452 (1934). 
*) Diese Z. 223, 21 (1984); P. Gyérgy, F. W. van Klaveren, R. Kuhn 
u. Th, Wagner-Jauregg, Diese Z. 223, 236 (1934). 
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3 Tiere (48,5, 39,5, 28,5 g) erhielten 7 Wochen lang zur normale, 
Grundkost je 100 y Lactoflavin, wobei ihr Gewicht auf 122, 104,5, 136, 
anstieg. In den Lebern (11,3 g) fanden wir 115 y, in der Muskulatur (47 12g) 
40 y Lumiflavin. 5 Vergleichsratten, die 10 y Lactoflavin je Tag erhalten hatten, 
(34,0 32,0 29,5 27,0 23,5 g) steigerten ihr Gewicht auf 106 + 10 g, worauf 
die Lebern (22,0 g) 232 y Lumiflavin und die Muskulatur (64 g) 25 7 liefertep, 
Durch Umrechnen auf Lactoflavin und gleiches Gewicht ergibt sich: 


10g Leber je Leber 10 g Muskulatu; 
B,-frei + 10 y Lactoflavin 158 70 7 6 
Normal + 100 y Lactoflavin 259 v 98 7 13 


Je Tier und Leber ergibt sich eine Zunahme von 707 auf 917. Der Unter. 
schied beruht also teilweise darauf, daB die Lebern der B,-reichen Tiere 
etwas leichter waren (im Durchschnitt 3,8 gegeniiber 4,4 g). 


3. Vergleich von normalen mit B,-frei ernahrten Ratten. 
a) Tiere von etwa gleichem Gewicht. 5 Ratten (25, 28, 26, 29, 29 g) 
blieben 4 Wochen auf B,-freier Grundkost, worauf ihr Gewicht fast unverindert 
war; 27, 33, 28, 29, 31g. Die Lebern (8,0 g) lieferten 69 y Lumiflavin, die 
Muskulatur (9,5 g) 2 y (fluorometrisch geschitzt). 5 normal ernihrte Tiere 
(33, 37,5, 38, 35, 36 g) lieferten 9,5 g Lebern, aus denen 107 y Lumiflavin 
erhalten wurden. Die Muskulatur (10 g) enthielt 5,5 y Lumiflavin (nach der 
Fluorescenz geschitzt). 6 Ratten (26, 23, 25, 26, 27, 24,5 g) blieben 6 Wochen 
lang auf B,-freier Grundkost. Jedes Tier erhielt je Tag iiberdies 10 Tauben- 
einheiten Vitamin B, (I. G. Farben). Am Schlachttag wogen die Tiere 37,5, 
28, 36,5, 28, 33,5, 31, 5g. Die Lebern (9,2 g) lieferten 72/108 Lumiflavin, 
ie Mahala (16 g) etwa 5 y (fluorometrisch geschiitzt). 

Nach Umrechnung auf Lactoflavin ergibt sich fiir die Lebern: 


je 10 g Leber je Leber 
Normal ernihrt 169 y 347 
B,-frei_ ernihrt 130 26 7 
B,-frei + 10 B,-Einheiten 1177 19y. 


b) Tiere gleichen Alters: 3 B,-arm ernihrte Ratten, die im Laufe 
von 11 Wochen von 38, 38, 37,5 g auf 68, 87, 65 g zugenommen hatten, 
lieferten 9,0 g Lebern mit 49,5 y Lumiflavin. Aus der Muskulatur (20,5 g) 
lieB sich kein chloroformlésliches Flavin erhalten (Fluorescenzprobe). 2 genau 
gleich alte, normal erniihrte Tiere (160, 162 g) lieferten 10,5 g Lebern mit 
100 y Lumiflavin und 43 g Muskulatur mit 15,4 y Lumiflavin. 

Die Umrechnung auf Lactoflavin ergibt: 


je 10g Leber je Leber je 10 g Muskel 
Normal 156 83 7 547 
B,-frei 82 7 25 Spuren. 


Der Justus Liebig-Gesellschaft sprechen wir fiir die Gewihrung 
eines Stipendiums unseren besten Dank aus. 
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Untersuchungen 
fiber den Kreatin- und Kreatininstoffwechsel. ITI. 


Zur Methodik der Kreatininbestimmung. 


Von 
H. Lieb und M. K. Zacherl. 
(Unter Mitwirkung von A. H4da.) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Graz.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1935.) 


Unsere erste Veréffentlichung iiber den Kreatin- und Kreatinin- 
stoffwechsel?), die sich hauptsichlich mit der Bestimmung des 
Kreatinins mit Hilfe des Pulfrichphotometers beschaftigt, wurde 
von O. Folin?) in einer vor kurzem erschienenen Mitteilung einer 
scharfen Kritik unterzogen. Die durch keinerlei eigene Versuche 
gestiitzten und nur vermutungsweise abgegebenen Erklirungen 
Folins machen eine nochmalige Auseinandersetzung des Sach- 
verhaltes vor jeder weiteren Untersuchung erforderlich. 

Die wichtigste Grundlage fiir die Standardtabellen einer 
photometrischen Kreatininbestimmung ist naturgemiB die Standard- 
substanz: das Kreatinin. Folin ist der Meinung, wir hatten zu 
diesem Zweck ein kiufliches Priparat verwendet, dessen Reinheit 
einzig und allein durch eine Stickstoffbestimmung nach Dumas- 
Pregl kontrolliert gewesen sei. Im Interesse der Kiirze haben 
wir in unserer ersten Arbeit allerdings nur diese Kontrolle an- 
gefiihrt. Die freie Base Kreatinin l48t sich nur schwer auf ihre 
Reinheit priifen, da die Schmelzpunktsbestimmung dazu nicht heran- 
gezogen werden kann; die Kohlenstoff—Wasserstoff bestimmung aber 
ist wohl ebensogut und ebensowenig wie die Stickstoffbestimmung 
geeignet, sichere Gewihr fiir die Reinheit zu geben. Statt der 
freien Base empfiehlt Folin das Kreatininchlorzink als Standard- 
substanz. Hierfiir gelten jedoch dieselben Schwierigkeiten bei der 
Kontrolle der Reinheit des Priparates. — Demgegeniiber sei 


lolgendes festgestellt: 


') Diese Z. 223, 169 (1934). 2) Diese Z. 226, 185 (1984). 
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Wir haben nicht kiufliches Kreatinin fiir unsere Arheite, 
verwendet, vielmehr stammt das Priiparat aus dem physiologische; 
Institut der Universitat Leipzig. Um seine absolute VerliBlichkej: 
festzustellen, haben wir mehrere Wege eingeschlagen: 

1, Die Stickstoffbestimmung nach Dumas-Pregl. 

2. Es wurde aus Kreatin durch Erhitzen im Autoklaven }; 
130° und zwei Atmosphiren in salzsaurer Lisung Kreatinin her. 
gestellt. Aus demselben Kreatin haben wir uns auch nach de 
von A. Hahn) angegebenen Methode, durch 24stiindiges Erwirme 
einer salzsauren Kreatinlésung im Thermostaten bei 60° Kreatiniy 
hergestellt. Diesbeziiglich verweisen wir auch auf unsere zweite 
Mitteilung 4). 

3. Durch die Kritik Folins veranlaBt, haben wir nunmebr 
fiir die photometrische Messung auch das Kreatininchlorzink 
dargestellt. 


Zu diesem Zweck haben wir nach der Vorschrift von Edgar’) Kreatin 
in einer Reibschale mit der dquivalenten Menge Zinkchlorid (wasserfrei) 
verrieben und diese Mischung unter Riihren iiber kleiner Flamme erhitzt, 
bis die geschmolzene Masse zu einem viscosen Brei wurde und schlieBlich 
ein fester Riickstand verblieb. Dieser Riickstand wurde in der 10 fachen 
Menge 25°/,iger Essigsiure gelést und dazu 2 Vol. Alkohol gefiigt. Das 
ausgefallene Reaktionsprodukt — Kreatininchlorzink — ist nach den Angaben 
des Autors von derselben Reinheit wie nach wiederholtem Umkrystallisieren. 


4. Wir haben auBerdem noch nach der Vorschrift desselben 
Autors das Kreatininpikrat dargestellt. 


Hierfiir haben wir Kreatin in geringem UberschuB von 6 norm. Salzsiure 
geliést und am Wasserbad zur Trockne eingedampft. Den Riickstand von 
Kreatininchlorhydrat haben wir in wenig Wasser gelést und einen kleinen 
Uberschu8 einer heiBen alkoholischen Pikrinsiurelésung zugefiigt. Beim 
Erkalten fiel ein in gelben Nadeln krystallisierender K6rper aus, der nach 
einmaligem Umkrystallisieren aus kochendem Wasser, Waschen mit Alkohol 
und Trocknen bei 100° im Vakuum den Schmelzp. 218° (korr.) zeigte. 
Edgar gibt an, daB er selbst fiir Kreatininpikrat den Schmelzp. 205’ 
gefunden habe, fiigt aber bei, daB die meisten Angaben 218° lauten. Die 
Schmelzpunktstabellen von Kempf und auch Abderhaldens biochemisches 
Handlexikon geben fiir Kreatininpikrat 212—218° an. Wir konnten also 
annehmen, da8 wir ein reines Priparat in Hinden hatten. 


Unter Bericksichtigung der stéchiometrischen Beziehungen 
haben wir mit allen drei von uns hergestellten Kreatinin- 
priparaten dieselben photometrischen Daten gefunden, 
wie bei dem ersten, durch Stickstoffbestimmung ge- 
priften Kreatinin. 





5) Z. Biol. 72, 305 (1920). *) Diese Z. 226, 130 (1934). 
5) J. of biol. Chem. 56, 1 (1923). 
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, Kreatinin Kreatinin 

Einwage berechnet gefunden 
mg mg mg 
1,933 Kreatininchlorzink ... . 1,206 1,182 
2548 ee 8 oe 1,590 1,557 
2,153 Kreatininpikrat. .... . 0,711 0,703 
3,041 I ee ae 1,004 1,045 
2,581 Ne he ics 0,853 0,872 


Damit ist der erste Einwand Folins, daB méglicherweise 
das Kreatinin, das wir als Standardpraiparat verwendeten, unrein 
gewesen sein kénnte, véllig eindeutig widerlegt, und unsere in der 
ersten Mitteilung verdéffentlichten photometrischen Daten bestehen 
zu Recht. 

Auf Grund der Beobachtung, daB bei Verwendung nicht vollig 
reiner Pikrinsiure keine konstanten Beziehungen zwischen Kreatinin- 
konzentration und auftretender Farbintensitiit zu erzielen waren, 
haben wir schon in unserer ersten Mitteilung die Forderung auf- 
gestellt, daB fiir die quantitative Verwertung der J affeschen 
Reaktion nur reine Pikrinsiure verwendet werden darf. Wir haben 
bei dieser Gelegenheit auf die schon vor uns durch 8S. R. Benedict) 
aufgestellte Forderung hingewiesen. Dennoch glaubt Folin uns 
unter Hinweis auf genau dieselbe Literaturstelle vorwerfen zu 
miissen, wir hitten uns ,,nur oberflichlich mit der Sache und der 
einschlagigen Literatur beschiftigt“. Wir haben das Umkrystalli- 
sieren aus Benzol als geeignete Reinigungsmethode fiir Pikrinsaure 
angegeben, wiewohl uns bekannt war, daB diese Methode von 
Benedict als nicht fiir jeden Fall geniigend abgelehnt wird. Wir 
waren jedoch auch in der Lage, unseren Standpunkt damit zu 
begriinden, daB durch die Reinigung aus Benzol eine Pikrinsdure 
zu gewinnen ist, die den Anforderungen der stufenphotometrischen 
Bestimmung des Kreatinins véllig entspricht. Prinzipiell ist es 
ohne Belang, auf welche Weise man zu einem reinen Praparat 
gelangt, wesentlich dabei bleibt nur, daB es den genau zu kon- 
trollierenden Anforderungen Geniige leistet. Als solche Anforderung 
haben wir die Bedingung aufgestellt, daB 10 ccm einer gesittigten, 
wiBrigen Pikrinsiurelésung auf Zusatz von 1 ccm 10°/,iger Natron- 
lauge nach mindestens 10 Minuten bei Verwendung des Filters 
S53 keinerlei Absorption aufweisen dirfen. Da uns das Um- 
krystallisieren aus Benzol als ktirzerer Weg als die Reinigungs- 
methode von Benedict erschien, haben wir sie vorgeschlagen. 


®) J. of biol. Chem. 82, 1 (1929). 


44 H. Lieb und M. K. Zacher], 


Die Tatsache, da8 nur mit einer Pikrinsiure, die der obigen Ap. 
forderung entspricht, Fiarbungen zu erreichen sind, die dep 
Lambert-Beerschen Gesetz gehorchen, ist ein Beweis, daB diese 
Angaben ein objektives und eindeutiges MaB fiir ausreichende 
Reinheit der Pikrinsdure darstellen. Damit ist auch der zweite 
gegen unsere Angaben erhobene Einwand Folins entkriftet. — 

Der dritte EKinwand Folins richtet sich dagegen, daB wir 
das Blut fir die Kreatininbestimmung zunachst hamolysiert und 
dann nach Folin-Wu enteiweiBt haben. 

Auf Grund neuerer Untersuchungen von Folin’) iiber nicht 
himolysiertes Blut als Grundlage fiir Blutanalysen kommt er ge. 
meinsam mit Svedberg®’) in einer Arbeit iiber diffusible, nicht. 
eiweibartige Bestandteile des Blutes zu der Ansicht, daB sich das 
Kreatinin des Blutes zwischen Blutzellen und Plasma im Verhiiltnis 
80:100 verteilt. 

Sie haben némlich normales Blut nach folgender Methode auf seinen 
Kreatiningehalt gepriift: 5 ccm Blut werden in 40 cem einer Lésung ein- 
getragen, die im Liter 15g wasserfreies Natriumsulfat und 6 g Natriun- 
wolframat enthilt. In dieser hypertonischen Lésung tritt Schrumpfung der 
Blutzellen, jedoch keine Hiimolyse ein. Durch Zugabe von 5 cem n/3-Schwefel: 
siiure wird enteiweibt. Nach Zentrifugieren werden 10 cem der iiberstehenden 
klaren Fliissigkeit (= 1 cem Blut) zur colorimetrischen Kreatininbestimmung 
verwendet. 

Nach dieser Methode erhielten die genannten Autoren Krea- 
tininwerte von durchschnittlich 1,10 mg-°/,.  Andrerseits be- 
stimmten sie den Kreatiningehalt des Plasmas zu durchschnittlich 
1,20 mg-°/,. Auf Grund der Annahme, daB bei der Untersuchung 
des nicht himolysierten Blutes auch das Kreatinin der Blut- 
zellen mit erfaBt werde, und der Beriicksichtigung der Volum- 
verhialtnisse von Zellen zu Plasma (40:60), kommen die Autoren 
zu der oben wiedergegebenen Ansicht des Verteilungskoeffizienten 
fiir Kreatinin 80:100. Da aber bei der Kreatininbestimmung 
im himolysierten Blut stets Werte gefunden werden, die héher 
sind als die Plasmawerte, vertreten die genannten Autoren den 
Gedanken, daB in den Blutzellen chromogene Substanzen ent- 
halten sind, die Kreatinin vortiiuschen. Daher empfehlen sie die 
Verwendung von Blutfiltraten aus nicht hdmolysiertem Blut. 
Folin bezeichnet die beobachteten Werte bei Blutfiltraten aus 
hamolysiertem Blut als ,unzweifelhaft zu hoch“. Es ist leicht 


’) J. of biol. Chem. 86, 173 (1930). 
‘) J. of biol. Chem. 88, 715 (1930). 
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einzusehen, daB der Beweis fiir diese Behauptung auf der An- 
 nahme beruht, daB bei Verwendung von nicht himolysierten Blut- 
' fitraten das Kreatinin der Blutzellen vollkommen miterfaBt wird. 
Der Beweis fiir diese Annahme ist bis heute nicht -erbracht 

worden. Wir wollen an dieser Stelle mitteilen, da8 wir das nach 


obiger Methode abzentrifugierte Zellensediment, welches im Mikro- 
skop die geschrumpften Blutzellen deutlich erkennen labt, himo- 
lysiert haben. Nach EnteiweiBung mit Wolframsiure konnten 
wir im Filtrat durch Zugabe von Pikrinsiure und Natronlauge 
eine Kirbung erzielen, die 1,4—1,6 mg-°/, Kreatinin entsprach. 
Abzentrifugierte, gewaschene und hamolysierte Blutzellen ergaben 
dagegen Fiarbungen, die einem durchschnittlichen Wert von 
1,80 mg-°/, Kreatinin entsprachen. Es besteht gar kein Zweifel — 
und wir haben bereits in unserer ersten Mitteilung darauf hin- 
gewiesen —, daB die Jaffesche Reaktion fir Kreatinin nicht 
spezifisch ist*) Es ist daher u. K. so lange unméglich, Absolut- 
werte des Kreatiningehaltes zu behaupten, als nicht entweder eine 
spezifische Reaktion gefunden oder die Anwesenheit aller stéren- 
den Stoffe ausgeschlossen ist. In erster Linie kamen als stiérende 
Begleitstofie Diketopiperazine in Betracht, von denen Abder- 
halden gezeigt hat, daB sie gleichfalls eine positive Jaffesche 
Reaktion geben. Auch mit Hilfe der gleichfalls von Abder- 
halden®) angegebenen Legalschen Reaktion, der v. Bittéschen 
Reaktion, sowie auch mit Hilfe der Fallung mit Kaliumqueck- 
silberjodid und Natronlauge laBt sich keine Entscheidung treffen, 
ob neben Kreatinin nicht auch Diketopiperazine vorliegen, weil 


——— 





*) In diesem Zusammenhang wollen wir auf eine vor kurzem er- 
schienene Mitteilung von F. u. W. Linneweh (Klin. Wschr. 1934, I, 589) 
hinweisen. Die genannten Autoren konnten aus dem Harn von Muskel- 
dystrophikern durch Atherextraktion eine Substanz gewinnen, welche die 
Jaffesche Reaktion gibt. Der so extrahierte Harn gibt nach abermaliger 


' Messung bedeutend reduzierte Kreatininwerte. 8. Stelzer (Klin. Wschr. 


1934, II, 1580) hat auf Grund von nur drei untersuchten Harnen diese An- 
gaben bestritten. Wir sind jedoch in der Lage, die Mitteilungen Linne- 
wehs (vgl. auch Klin. Wschr. 1934, II, 1581) bestiitigen zu kénnen. Wir 
konnten in verschiedenen Tagesharnportionen eines Falles von Dystrophia 
musculorum progressiva nach Atherextraktion bedeutend geringere Krea- 
tininwerte erhalten als vorher. Auch diese Beobachtungen bestiatigen die 
lingst nicht mehr neue Erkenntnis, da8 die Jaffesche Reaktion fiir Krea- 
tinin nicht spezifisch ist. Die Frage, ob auf diesem Wege eine Klirung 
der Verhiltnisse im Blute zu erzielen ist, mag spiiteren Versuchen vor- 
behalten bleiben. 
*) Diese Z. 189, 181 (1924) u. 140, 99 (1924). 
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diese Reaktionen beiden Kérpern gemeinsam sind. Jede der hier ap. 
gefiihrten Reaktionen fallt in Filtraten sowohl von himolysiertey, 
als auch in solchen von nicht himolysiertem Blut positiy ays 

In der eingangs zitierten Arbeit weist Folin darauf hip 
daB S.R. Benedict und andere Autoren die Anwesenheit yo) 
praformiertem Kreatinin im Blut iiberhaupt in Frage stellen, Wj; 
haben dazu bereits in unserer zweiten Mitteilung Stellung ge. 
nommen und auf Grund des dem Kreatinin véllig analogen Vo;. 
haltens der chromogenen Substanz des Blutfiltrates nachweisey 
kénnen, da bisher kein Grund besteht, die Existenz von pri- 
formiertem Kreatinin anzuzweifeln. Um allen MiBverstindnigssey 
vorzubeugen: es soll damit nicht gesagt sein, daB es uns ge. 
lungen wire, die farbgebende Substanz als priformiertes Krea- 
tinin zu identifizieren. 

Wiewohl auch Folin diese Frage bis heute offen labt, ge- 
steht er trotzem der Bestimmung des praformierten Kreatinins 
ihre Wichtigkeit zu. 

Nachdem nun mit den bisherigen Hilfsmitteln mit Absolut- 
werten fiir den Kreatiningehalt des Blutes nicht gerechnet werden 
kann und nachdem weiter bei Verwendung hamolysierter Blut- 
filtrate das Zellenkreatinin sicherlich miterfaBt wird, sehen wir 
bisher keinen Grund, eine Abanderung des von uns bisher ver- 
wendeten Verfahrens vorzunehmen. 


Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB der Einwand O. Folins gegen die 
Reinheit des von uns als Standardpriparat fiir die stufenphoto- 
metrische Bestimmung verwendeten Kreatinins nicht zutrifft. 

Weiter wird neuerdings darauf hingewiesen, daB das von 
uns angegebene Reinigungsverfahren fiir die Pikrinsiure ein Pri- 
parat ergibt, welches fiir die stufenphotometrische Bestimmung 
des Kreatinins vollkommen geeignet ist. Der von Folin erhobene 
Einwand gegen dieses Verfahren wird zuriickgewiesen. 

Die von uns in der ersten Mitteilung veréffentlichten Standard- 
tabellen bestehen daher zu Recht. 

Die Frage, ob fir die Kreatininbestimmung im Blut ein 
Filtrat von nicht himolysiertem Blut, wie dies Folin fordert, 
oder ein Filtrat von himolysiertem Blut, wie dies bisher iiblich 
war, verwendet werden soll, wird diskutiert. Diese Erérterung 
steht in engem Zusammenhang mit der Tatsache, daB die Jaffe- 
sche Reaktion fiir Kreatinin nicht spezifisch ist. 
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Uber die Fettsiuren der Leberphosphatide 
und des Leberdls der griechischen Landschildkrite 
(Testudo graeca). 


(11. Mitteilung tiber Phosphatide’).| 


Von 


E. Klenk. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung manne am 15. Januar 1935.) 


Um den Vergleich der in den Leberphosphatiden und den 
Leberdlen der Wirbeltiere vorkommenden Fettsiuren und die 
damit im Zusammenhang stehenden Fragen zu einem gewissen 





yorliufigen Abschlu8 zu bringen, schien es vor allem notwendig, 


I. Zusammensetzung des Fettsiiuregemisches in Prozent der Gesamtfettsiuren. 











Gesiittigte Fett- 


Ungesittigte Fettsiiuren 
































siuren 
: 
Cyares| Cage} Crate [Cras] Crees] Cres | Coors} Cage *] Oger 
'__ Leberphosphatide 
| Etmopterus Lan + |wenig + | + + 
(6. Mitteilung *) — 
‘Brauner Gras a. 25 | wenig ca. 42 | ca. 33 
_ (8. Mitteilung *)} 
‘Griech. Landschildkréte . . 15 10 10 48 17 
Rind. . . 12,5| 27 5*)} 27 | 18 | 10,5 
£5. Mitteilung‘)] _ 
Leberdéle | 
‘Etmopterus spinax 1**)| 21 *)| ot [1s | a1 | 7 
_ (6. Mitteilung *)} 
Ps 5 8 + 6 4 6 oe we 3,5 | 10 0,5 | 15,5 | 25 | 31,5] 14 
{Guha, Hilditch u. Lovern®)] Somniacenyomingees? —=——— 
‘Brauner Grasfrosch. . . . 21 |wenig ca. 61 ca. 18 
__ {8. Mitteilung %] 
PGriech, Landschildkréte . 1 | 11 4 15 | 66 3 
ee ee Spur| 25 | 20 9*)| 87 | 8 | 1 
_ (5. Mitteilung‘)| | | 


*) Das Vorhandensein einer ungesiittigten C,,-- 


























diirfte mindestens teilweise Palmitinsiure vorgelegen haben. 


**) Gesittigte Fettsiuren mit eingeschlossen. 


') 10. Mitteilung: Diese Z. 229, 151 (1934). 
2) Diese Z. 217, 228 (1938). 


*) Diese Z. 209, 


112 (1932). 


3) Diese Z. 221, 259 (1933) 





--Siure ist fraglich. Es 


5) Biochemic. J. 24, 266 (1930). 
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II. Mittlerer Grad der Ungesiittigtheit [ausgedriickt durch die Zahl der 
Wasserstoffatome, die jeder Siuregruppe zur volligen Sattigung noch fehlen*)). 








Ungesittigte Fettsiuren 



































Dae |' Gigs | Qagsee | Cigeos | Oigee> 1G.->- 

Leberphosphatide | vorwiegend 
Etmopterus spinax. . . hoch ungesittigt 
Brauner Grasfrosch . . ca. 8 ca. 6 
Griech. Landschildkréte 2,0 2,8 5,7/6,5 
Free ? |2,6/8,4 | 5,8/6,4 | ?/8,2 

Leberdle " 
Etmopterus spinax. . . fast ausschlieBlich Siuren der Olsiurereihe 
ae ee ee 20 | 29 | 61 | 6,4 
Lottie | tenga 

Brauner Grasfrosch . . ca. 3 | ca. 6 
Griech. Landschildkréte 20 | 2,1 | 2,7/4,5 
are % ? | 26 | 50 | 1,4 








*) In Ubereinstimmung mit Guha, Hilditch und Lovern. 


In den Fallen, wo in der Tabelle II zwei Zahlen angegeben sind, 
bezieht sich die erste Zahl auf die Fraktion der schwach ungesittigten, 
die zweite auf die Fraktion der hoch ungesittigten Fettsiuren. 


noch die Verhiltnisse bei einem Reptil kennen zu lernen. Da es 
gelang, eine ausreichende Menge Material zu sammeln, so konnte 
hier die Zusammensetzung des Fettsiuregemisches etwas genauer 
ermittelt werden als in der entsprechenden Untersuchung beim 
braunen Grasfrosch. 

Die vorstehende Tabelle bringt eine Ubersicht iiber das Ergeb- 
nis der ganzen Untersuchungsreihe. Zum Vergleich sei auch noch 
als Beispiel fir die von Hilditch und seiner Schule in gréSerer 
Zahl analysierten Fischéle die Zusammensetzung des Dorschleber- 
trans aufgenommen. 

Demnach dirfte im ganzen Wirbeltierstamm, einschlieBlich 
einiger, in mancher Hinsicht eine Sonderstellung einnehmenden 
Selachier (Etmopterus spinax) die Zusammensetzung des Fettsdure- 
gemisches der Leberphosphatide nur geringen Schwankungen 
unterworfen sein. Am auffallendsten sind die Unterschiede im 
Gehalt an Stearinsiure. 

Wesentlich gréBere Schwankungen in der Zusammensetzung 
des Fettsiiuregemisches ergeben sich fiir die Leberéle. Wenn man 
aber von dem Sonderfall des Etmopterus spinax, wo die Fett- 
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siuren*) mit héheren Alkoholen verestert sind, absieht und nur die 
Falle in Betracht zieht, wo die Leberdéle in der Hauptsache aus Tri- 
clyceriden bestehen, so ist wenigstens in qualitativer Hinsicht eine 
50 weitgehende Ubereinstimmung mit den Fettsiuren der Leber- 
phosphatide festzustellen, daB nahe Beziehungen zwischen diesen 
Lohenphonplialidin und den Triglyceriden angenommen werden 
niissen. Es scheint in erster Linie eine zum mindesten teilweise 
Bildung der in der Leber sich vorfindenden Triglyceride aus den 
Phosphatiden durch Abspaltung des Phosphorsiurerests und Er- 
satz desselben durch einen Fettsiiurerest (Umesterung) in Frage 
zu kommen, 


Die Phosphatide. 


Aus den durch Einlegen in Aceton konservierten Lebern von 
132 Schildkréten**) wurden auf die iibliche Weise [vgl. 8. Mit- 
teilung!)] 44 g Phosphatide erhalten. 


0,0522 g Subst.: 0,1623 g Wiigekérper (P-Bestimmung nach Embden), 
16,220 (19,325) mg Subst.: 2,56 (3,53) eem n/100-Siéure (Mikrokjeldahl 
seine P 3,48 N 2,21 (2,56) 

Die Spaltung von 43,3 g des Materials fihrte zu 21,6 ¢g 
Kettsiiuren. Jodzahl 113 (47,2 mg Subst.: 4,21 com n/10-Brom- 
lésung’. 

Von ihnen wurden dann auf dem Wege iiber die Lithium- 
salze die hoch ungesiittigten Fettsiiuren abgetrennt, wobei noch 
als Hauptanteil die Fraktion der gesiittigten und schwach un- 
vesiittigten Fettsiuren verblieb. 


Die Fraktion der gesattigten und der schwach ungesattigten Fett- 
siuren. 16,9 g. Jodzahl 96 (35,3 mg Subst.: 2,68 com n/10-Brom- 
lésung). Die Methylester wurden nun fraktioniert destilliert. 


Die Fraktionierung erfolgte, soweit nichts besonderes angegeben, immer 
i kleineren mit Fraktionierkolonne versehenen Destillationsapparaten. Nur 
die letzte Fraktion wurde jeweils durch Destillation des in der Apparatur 
verbliebenen Riickstandes im Claisenkélbchen erhalten. 


‘) Die ungesittigten Fettsiiuren sind fast ausschlieBlich solche der Ol- 
 Sdurereihe. Die sonst in den Lebertranen vorkommenden hochungesiittigten 
ettsiiuren sind in nennenswerten Mengen nicht vorhanden. 

"*) Der gréBte Teil der Tiere wurde im Herbst 1933 in Dalmatien ge- 
faigen und an Ort und Stelle alsbald aufgearbeitet. 
') Diese Z. 221, 259 (1983). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXII. 4 
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Methylester "‘Hydrierte Senren Aqui 
e iaikieiaes sincommanataiaie ning Chip Ge 
"Menge | Schmp. | Aquiv. - 
g | | Jodzahl *< Gew. °C ber. 
eh ae | | =Ogt0, 
1 2,35 43,9 57—-57,5 259 62,5 256, : 
2 4,75 69 58—58,5 270 
C,,H5¢0) 
4,25 102 68,5—69 285 69,2 | 284, 
4 4,40 | 185 62—62,5 292 
1 2 3 4 
Kinwage, mg Substanz..... . 53,8 34,6 31,1 28,2 
Verbrauch, eem n/10-Bromlésung . 1,86 1,88 2,51 2, 94 
sie mg Substanz .. . 51,6 51,2 53,0 49,9 
Verbrauch, cem n/10-alkohol. Reawe 1,998 1,894 1,852 1,70s 
Die C,,-:--Sauren. 1,78 g Kster der Fraktion 1 gaben nacl 


I'witchell 0,66 g flissige Sauren. 


gemisch (54,5—55° Aquiv.-Gew. 265. 49,8 mg Subst.: 
n/10-alkoholische Lauge). Unter den C,,:- 


demnach neben der Palmitinsiure noch die ungesiittigte Palm: 


1,877 con 


toleinsiure befinden. Aus der Jodzahl der Fraktion 1 ergibt sic 


unter Beriicksichtigung der darin vorhandenen kleinen Menge! 
C,.-+--Saéuren (Jodzahl der Ester 102) fiir die Methylester de 


ecccsauren die Jodzahl 36, so dab 62°/, davon Palmitinsiiu§ 


und 38°/, Palmitoleinsiure sind. 
Die C,, 
ester der Fraktion 3 erhaltenen Siiuregemisches nach Twitche! 
fiihrte zu 0,62 g festen Siiuren (Stearinsiure). Die C,, 
hestehen demnach zu 18°/, 
ungesiittigten Siuren. Jodzahl der ungesittigten (fliissigen) Fet 
siuren 124 (29,4 mg Subst.: 2,865 ccm n/10-Bromlésung). 


Die C,,---- und C,,----Siuren, Sie finden sich in de 


Kraktion 4. Es diirfte sich wohl ebenso wie bei den hoch wf 
gesittigten Siuren im wesentlichen um C,,-++-Séiuren handel. 
Unter Zugrundelegung der analytischen Daten von Fraktion of 
und 4 errechnet sich dann fiir die Methylester die Jodzahl 


9) 3 I), 


Jodzahl 93 (25,3 mg Subst. 
1,86 com n/10-Bromlésung). Das Hydrierungsprodukt erwies siclf 
als ein zum gréBeren Teil aus Palmitinsiiure bestehendes Fettsiiure. 


---Siuren diirfte siclff 


---Siuren. Die T'rennung des aus 3,50 g Methy ff 


+e Aurel ye 
aus Stearinsiure und zu 82°/, aig 
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Menge der Methylester in g. 























Summe 
L 2 3 + l 
be Un- 
1—4 | | Ge eattigt | wesittigt 
Cas 210 | 2,31 4,41 | 2.13 | 1,68 
m 0,25 | 2,44 | 4,25 | 3,12 10,06 | 1,81 8,25 
Co, 0: Sig 1,28 1,28 1,28 


Die Fraktion der hoch ungesittigten Fettsduren. Die Menge 
betrug 2,6 g. Jodzahl 227 (33,6 mg Subst.: 6,37 ccm n/10-Brom- 
ljsung). Jodzahl der durch Destillation gereinigten Methylester 263 
(40,0 mg Subst.: 8,30 ccm n/10-Bromlésung). Die Methylester 
wurden dann hydriert und das Hydrierungsprodukt fraktioniert 
destilliert. 

















Methyl- Freie Siéiuren 
ester , 
a ‘oo aewuney , | Aquiv. 
| ‘ans nae umkryst. Schmp. | Gew 
: Aquiv.- | | Gew. 
Menge | Schmp. | - | 
| Gew. | “Schmp. Aquiv. | 
g °C | | *< | Gew ’ °C | ber. 
| | 0,6 | 63,5—64 298 | C,,H,,0, 
21 06 | 71,5—72 309 72,5—73 | 312 | 74,8—75,1 | 312,4 
| C,yH0, 
0,9 70—70,5 | 319 T0—70,5 322 80—80,5 | 340,4 





Kinwage, mg Substanz*). . | 50,9 51,3 (53, 5) 52,7 (51,9) 
Verbrauech, eem n/10-alkohol. Lauge 1,107] 1,668 (1, 712) 1,652 (1,614) 


*) Die eingeklammerten Zahlen beziehen sich auf die aus Aceton um- 
krystallisierte Substanz. 





Die Fraktion 2 war nahezu reine n-Kikosansiiure. Die Misch- 
probe der umkrystallisierten Siure mit n-Eikosansiure (Schmelz- 
punkt 74,5—75°) schmolz bei 73—74°. Es trat also keine De- 
pression aut. 





Menge der Methylester in g. 














1 2 3 Summe 
Ceres 0,30 0,07 0,37 
U,,°°- 0,30 0,53 0,67 1,50 
Pcs 0,23 0,28 


4* 
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Das Leberdl. 


Die Menge des aus den 132 Lebern erhaltenen phosphatid- 
freien Fettes betrug 97 g. Aus dem daraus gewonnenen Fettsiure- 
gemisch (Menge des Unverseifbaren 13 g) lieBen sich nur sehr 
kleine Mengen (1,22 g) hoch ungesittigte Fettsiuren mit der ver- 
haltnismaBig niederen Jodzahl 185 (20,2 mg Subst.: 2,94 ccm n/10- 
Bromlisung) abtrennen. Die Hydrierung der durch Destillation 
gereinigten Methylester fiihrte nach der Verseifung zu einem Fett- 
siiuregemisch, das im wesentlichen aus n-Kikosansiure bestand. 
Schmelzpunkt des umkrystallisierten Produktes 70—71° Aquiv.- 
(Few. 309 (43,0 mg Subst.: 1,393 ccm n/10-alkoholische Lauge). 

Die nahezu die Gesamtmenge der Fettsiiuren enthaltendc 
Fraktion der gesiittigten und schwach ungesittigten Fettsiuren 
wurde in die Methylester (83 g. Jodzahl 77. 38,7 mg Subst.: 
2,345 ccm n/10-Bromlésung) tibergefiihrt und diese im Apparat 
von Jantzen und Tiedcke fraktioniert destilliert. 











Methylester Hydrierte Siuren 
— | Jodzahl er P- | Aquiv.-Gew. 
I 4,55 50 57,5—58 252 
2 6,9 55 59—59,5 259 
3 10,7 57,5 98—58,5 267 
r 12,0 69 61—62 274 
5 10,9 79,5 67—67,5 282 
6 11,45 82 68—68,6 | 288 
7 9,0 83 69,5—70 283 
8 11,75 82 69,5—70 | 286 
9 3,8 88 63—63,5 | 295 





Einwage, mg Substanz. 
30,0 | 48,9 | 32,2 | 81,2 | 289 | 25,3 | 24,6 | 27,7 | 270 
Verbrauch, ccm n/10-Bromlésung. 
118 | 2,105] 1,46 | 1,69 | 1,81 | 1,64 | 1,61 | 1,78 | 1,89 
Kinwage, mg Substanz. 
19.2 | 53,3 | 54,2 [506 [51,0 | 52,9 [49,0 {| 53,2 | 54,3 
Verbrauch, eem n/10-alkoholische Lauge. 
1,959 | 2,054 f 2,082 | 1,845] 1,811 | 1.867] 1,729] 1,861] 1,83" 


Die C,,-+--Siuren. Die auf Grund der analytischen Datei 
von Fraktion 1 und 2 korrigierte Jodzahl der Methylester ist 5°. 
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Die C,,-+:-Siuren bestehen demnach zu 44°/, aus Palmitinsiure 
und zu 56°/, aus Palmitoleinsiure (vgl. unten). 

Aus 6,0 g der Methylester von Fraktion 2 wurden nach 
‘'witchell 3,3 g fliissige Fettsiuren erhalten. Jodzahl 92 (35,4 mg 
Subst.: 2,56 cem n/10-Bromlésung). Die fraktionierte Destillation 
der Methylester und Verseifung des niedrig siedenden Anteiles 
1,2 g) fihrte zu nahezu reiner Palmitoleinsiure C,,H,,0,. Jod- 
zahl ber. 100; gef. 94 (32,4 mg Subst.: 2,395 com n/10-Bromlésung). 
Hydrierte Siiure. Schmelzp. 60,5—61° baw. 61,5—62° (umkrystalli- 
siert). Aquiv.-Gew. 256 baw. 257 [54,7 (55,4) mg Subst.: 2,136 
2,159) com n/10-alkoholische Laugel. 

Die C,,----Siuren. Aus 8,30 g Methylester der Fraktion 7 
wurden nach Twitchell 0,47 g feste Fettsiuren (Stearinsiure 
vom Schmelzp. 69,5—70°) erhalten. Die C,,--+-Siuren bestehen 
demnach zu 6°/, aus Stearinsiure und zu 94°), aus ungesittigten 
Siuren. Jodzahl der ungesittigten (fliissigen) Siuren 93 (37,9 me 
Subst.: 2,79 com n/10-Bromlésung). 


Menge der Methylester in g. 





WwW. 


~s 


bs. 









































*) Fraktion der hoch ungesiittigten Fettsiiuren. Unter Vernachlissigung 
der wahrscheinlich in geringer Menge noch darin vorhandenen C,,: - :- 
Siuren. 


Summe 
17 2qsi 4 5 * its 8 9 | I*) i greg 
1-9; 1| Se | unge- 
sattigt sittigt 
0,66 0,66 | 0,66 
5,89 | 6,17 | 6,36 | 4,14] 0,82 21,38 | 9,41 | 11,97 
0,73 | 4,34 | 7,86 | 10,08 | 11,45 | 9,0 | 11,75 | 2,28 97,49 | 3,45 | 54,04 
i) 
_— }1,22 2,74 2,74 
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Uber das Depotfett der Wirbeltiere. 
Von 


E. Klenk, F. Ditt und W. Diebold. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitaét Tiibingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Januar 1935.) 


Gegen die Annahme einer Bildung der Triglyceride aus den 
Glycerin-phosphatiden (Lecithin und Kephalin) spricht scheinbar 
die Tatsache, daB die ungesittigten C,,---- und C,,----Sauren 
im Fett des Fettgewebes der landbewohnenden Warmbliiter prak- 
tisch ganz fehlen, wihrend sie doch regelmaBig anzutreffende 
Bestandteile der Glycerin-phosphatide sind. Es fragt sich, inwie- 
weit dieser Einwand berechtigt ist. Im nahen Zusammenhang 
damit steht die weitere Frage nach den Faktoren, welche die so 
auffallenden Unterschiede des Depotfettes der Wirbeltiere im 
Gehalt an diesen ungesittigten C,,---- und C,,--.-Siiuren be- 
dingen. Wenn man von dem hier nicht interessierenden Hinflul 
des mit der Nahrung aufgenommenen Fettes absieht, so ist als 
wichtigster Faktor noch der Einflu8 der Kérpertemperatur in 
Betracht zu ziehen. 

Als Beitrag zur Klarung dieser Fragen haben wir deshall) 
die Zusammensetzung des aus dem Fettgewebe stammenden Fettes 
von solchen wechselwarmen Wirbeltieren bestimmt, deren Er- 
nihrungsweise nicht allzu stark von der der Warmbliiter abweicli'. 
Da nihere Angaben iiber die Fette von SiiBwasserfischen bereits 
vorliegen [Lovern')], konnten wir uns auf die Untersuchung von 
Amphibien- und Reptilienfetten beschriinken. Uber ein Amphibien- 
fett, das Fett des Fettkérpers vom braunen Grasfrosch (Rana 
temporaria), wurde schon berichtet*). Im folgenden beschreiben 
wir nun 2 Reptilienfette. Es handelt sich um das vorwiegend 
subcutane Fett der griechischen Landschildkréte (Testudo graeca 
und um das peritoneale Fett eines Warans (wahrscheinlich 
Varanus salvator Laurenti). 


') Biochemie. J. 26, 1978 (1932). *) Diese Z. 221, 264 (1933). 
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AuBerdem seien auch noch Einzelheiten iiber die Zusammen- 
setzung des Depotfettes der Ratte mitgeteilt, die von uns im 
Laufe einer anderen, bis jetzt noch nicht abgeschlossenen Unter- 
suchung bestimmt worden ist. Dieses Warmbliiterfett -zeichnet 
sich nach den Befunden von Banks, Hilditch und Jones} 
durch das Vorhandensein einer ungesittigten Fettsiure aus, der 
vin niedrigeres Molekulargewicht als der Olsiiure zukommt. Die 
“tiure ist von uns isoliert worden. Es liegt, wie schon Banks w.a. 


|. Zusammensetzung des Fettsiiuregemisches in °/, der Gesamtfettsiiuren. 








Ges. Fettsiuren Ungesittigte F ettsdiuren 


‘ ln ’ ‘ ] 
i a Pg Dae Crees Cist'’ Ons «Cy 


\Vechselwarme Wirbeltiere | 
SiiBwasserfische (Barsch) . | 3,5 12,5 | 2,0 | 1,1 19,4 40,5 | 18,8) 7,1 


nach Lovern *)] | ey 
Brauner Grasfrosch’). . . | 4 11 | 38 1d 0-552 15 
Griech. Landschildkréte . | 1 |14 | 4 9 |65 ! 7 
eee ee a we ee 8 {7 10 |56 5 
Warmbliiter | 
Se a, 125 | 3,5 13 | 55 | 1,5*) 
Rind**) . . 6,08 2,82 21, yl7 44,58! 








nach Banks u. Hilditeh* ) | 
) Ihr Vorkommen ist nicht mit Sicherheit a worden. Die 
hoch ungesiittigten Fettsiuren sind, falls iiberhaupt, nur spurenweise 
vorhanden. — **) Mittelwert aus ‘4 Proben verschiedener Herkunft. 


|. Mittlerer Grad der Ungesiittigtheit (ausgedriickt durch die Zahl der 
Wasserstoffatome, die — a zur — oe fehlen). 





‘Ungesiittigte Fettsiiuren 


. ? | i 
C0. Cee | ieee | Cignw=. | igen 


Barsch . 2... 2,0 32 | 68 | 9,2 








brauner Grastrosch . . 2,0 3,2 ca. 6 

nace Landschildkréte 2,0 2,4 3,2/5,3 

MM... 2,0 2,4 3,6/5,5 

it atte a ee a 2,0 2,6 2,9 (?) 
es. Soe ae Ve fast nur 
Olsiiure 





Jn den Fillen, wo in der 'Tab. Ll 2 Zahlen angegeben sind, bezieht 
sich die erste Zahl auf die Fraktion der schwach ungesittigten, die zweite 


auf die Fraktion der hoch ungesittigten Fettsiuren. 


k Mecbunis. J. 27, 1375 (1933). *) Biochemie. J. 26, 1978 (1932). 
*) Diese Z. 221, 264 (1933). *) Biochemic. J. 25, 1168 (1931). 
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vermutet haben, die in den Fetten der wechselwarmen Wirlye!}- 
tiere weit verbreitete und dementsprechend auch in den beidey 
Reptilienfetten angetroffene Palmitoleinsiiure vor. Soweit ersicht. 
lich ist hier diese Siure erstmals als normaler Bestandteil des Depot. 
fettes von einem landbewohnenden Siiugetier aufgefunden wordey, 

Aus dem nun vorliegenden ‘T'atsachenmaterial, iiber das die 
obige Zusammenstellung einen Uberblick gewthrt, ergibt sich, 
daB der Gehalt an den ungesiittigten C,,---- und E+ -«elllioven 
sehr wahrscheinlich stark abhiingig ist von der Kérpertemperatuy 
der Tiere. Die niedrigste Koérpertemperatur diirften zweifello; 
die SiiSwasserfische besitzen. Sie nimmt dann zu in der Reihen- 
folge: brauner Grasfrosch, griechische Landschildkréte bzw. Waran’, 
und schlieBlich Warmbliiter. In derselben Reihenfolge nimmt de: 
Gehalt an den C,,---- und C,,----Siuren ab. DaB in den xn- 
gefiihrten Fallen die verschiedene Erniihrungsweise nicht fiir dic 
Unterschiede verantwortlich gemacht werden kann, zeigt das Bei- 
spiel der beiden Reptilienfette. Wihrend bei dem fleischfressender 
Waran die kleinen Mengen der ©,,--+- und C,,---+-Siurei 
wohl herriihren kénnten von ihrem V orhandensein in der Fleisch- 
nahrung, ist dies im Fall der griechischen Landschildkroéte aus- 
zuschlieBen. Diese gehért zu den wenigen pflanzenfressenden 
Reptilien und in den Fetten bzw. Phosphatiden pflanzlicher Her- 
kunft**) kommen diese Siiuren nicht vor. 

Mit sinkender Kérpertemperatur niihert sich demnach be: 
den Wirbeltieren die Zusammensetzung des Fettsiuregemisches 
der im Fettgewebe deponierten Triglyceride immer mehr derjenigen 
der Glycerin-phosphatide, so daB auch fiir das Fettgewebe dic 
Méglichkeit der Bildung der Triglyceride aus den Phosphatiden 
ernstlich in Erwigung gezogen werden mub. Wenn im Depotfett 
der Warmbliiter von den zahlreichen in den Glycerin-phosphatiden 
regelmibig vorkommenden Fettsiiuren gerade die ungesittigten 
und zwar vorwiegend hoch ungesiittigten C,,)---- und C,,---- 
Siuren™) fehlen, so ist dies wohl auf den durch ‘die héhere Korpe r- 





*) Es sind dies ausgesprochen wiirmeliebende Tiere. 
*“) Wir halten es fiir wahrscheinlich, daB die von Tsujimoto 
‘Chem. Umschau ms 125 (1925)] in den Meeresalgen nachgewiesenen hoch 


ungesittigten C,,)---- und C,,+---Siuren von kleinen marinen Tieren stammen, 
die dem vansieaiiiinn pfazichen Material beigemengt waren. 
***) Die C,,:++- und C,.----Siiuren der Olsiurereihe kommen in den 


Glycerin-phosphatiden nicht so regelmiBig vor, wie in den Olen der See- 
fische. So scheinen sie in den Leberphosphatiden des Rindes iiberhaupt 
ganz zu fehlen. 
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remperatur bedingten lebhafteren Stoffwechsel zuriickzufihren, 
wobei die hoch ungesiittigten Fettsiiuren rasch verbrannt und 
deshalb nicht mehr deponiert werden. 


Das Fett der griechischen Landschildkrote. 

Das nur sparlich vorhandene Fettgewebe fand sich bei diesen 
Tieren ausschlieBlich unter der Haut. Es wurde méglichst voll- 
stindig abpraipariert und bis zur weiteren Verarbeitung unter 
mene aufbewahrt. Die Menge des aus dem Fettgewebe von 

32 Tieren gewonnenen phosphatidfreien Fettes betrug 59g. Da 
es nicht méglich war, das Fettgewebe vollstindig von der Maslow 
latur abzupriiparieren, wurde diese ebenfalls noch auf Fett ver- 
arbeitet. Die Menge des daraus durch Extraktion mit Aceton 
und Ather erhaltenen Fettes betrug nach vélliger Entfernung der 
Phosphatide 54 g. Die Verseifung des Fettes und Trennung der 
Fettsiuren in die beiden Fraktionen a und b mittels der Lithiun- 
salz—Acetonmethode fiihrte zu folgendem Ergebnis: 























Gesiittigte und Hoch Un- 
schwach ungesittigte ungesittigte | verseit- 
" poveieres (a) - ee bares 
Menge | Aquiv.- -| Menge | ‘Menge 
g Jodza hl Gew. g Jodzabl g 
I. Fett aus Fettgewebe | 58 | 87 | 278 22 203 0,8 
Il. Fett aus Muskulatur 43 78 279 2,1 179 5,6 
it i. IT, IT 
Kinwage, mg : Sabeeae ‘es . 19,4 24,1 22,5 19,4 
Verbrauch, cem n/10- Bromlésung - | 1,83 | 3,85] 188 | 2,73 
Einwage, mg Substanz . . . 57,7 50,8 
Verbrauch, cem n/10-alkohol. Lauge 2,075 1,821 














Das Fett aus der Muskulatur ist demnach, wenn man von 
dem Gehalt an Unverseifbarem absieht, nicht merkbar verschieden 
von dem aus dem Fettgewebe, so daB fiir die weiteren Unter- 
suchungen die entsprechenden Siurefraktionen vereinigt wurden. 
Aus der Fraktion der hoch ungesiittigten Siiuren wurden nochmals 
auf dem Wege iiber die Lithiumsalze schwiicher ungesittigte Fett- 
siuren abgetrennt. Letztere wurden mit der Hauptmenge (a) ver- 
einigt, Gesamtmenge der noch verbliebenen hoch ungesittigten 
Fettsiiuren 1,3 g. Jodzahl 215 (24,4 mg Subst.: 4,14 ccm n/10-Brom- 
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lésung). Die durch Destillation gereinigten Methylester wurde, 
hydriert. Schmelzpunkt des aus Methylalkohol umkrystallisierte;, 
hydrierten Esters 47—48°. 0,41 g. Daraus freie Sdure. Schmelz. 
punkt 68—69°  Aquiv.-Gew. 321 (52,2 mg Subst.: 1,626 cen 
n/10-alkoholische Lauge) Demnach diirfte ein Gemisch yoy 
n-Kikosan- und Dokosansiiure vorgelegen haben, 

Die fast die Gesamtmenge der Fettsiiuren enthaltende Frak. 
tion der gesittigten und schwach ungesiittigten Saiuren wurde iy 
die Methylester iibergefiithrt und diese im Apparat von Jantze, 
und ‘iedcke fraktioniert destilliert. 


























Methylester Hydrierte Siuren 
| | ' aus Aceton 7 | Aquir. 
Menge| 5°%- | getmmp, |Aguiv-| umbkeystatiiort | "PP | Gey, 
ee a) Schmp. | Aquiv.- 
g '- 7 °C Gew. *C ber. 
1] 6,75 | 32,5] 55-56 253 | CHO, 
2] 9,2 | 43,5 | 57,5-58 | 263 58-58,5 268 62,5 256.2 
3] 8,45) 52 | 585-59 | 268 
4] 10,1 | 65 | 59,5-60 | 273 
5 | 10,9 78,5 64-64,5 | 279 
6] 11,0 | 88 68-68,5 | 285 CygHecO 
71 10,6 | 97 69-69,5| 285  69,5-70 285 69,5 | 284.3 
8] 11,3 | 97 | | 
9] 4,3 | 93 | 
10 | 6,65 | 93 68-68,5 286 | 
11] 5,7 | 98 | 63,5-64 293 C,,H,,0, 
12] 4,25 | 128 65-65,5 317  69,5-70 326 | 74,8-75,1] 312.4 





2.4 $364 |86,0 [46,1 ]36,4 [37,0 [31,4 [37,9 [38,1 [26,2 | 29,9 |: 
Verbrauch, ccm n/10-Bromlésung. 
0,85 | 1,25 | 1,47] 2,35 | 2,25 | 2,56 | 2,39 | 2,89] 2,79) 1,91 | 2,32 | ° 
Einwage, mg Substanz*). 

45,1 [53,3 150,7 [52,3 1502 [51,3 | 49,9 49,2 [53,1 

(52,2) (51,6) 
Verbrauch, ccm n/10-alkoholische Lauge. 

1,783] 2,027] 1,89] 1,915] 1,802] 1,797] 1,753 1,718] 1,812 

(1,988) (1,807) 


*) Die eingeklammerten Zahlen beziehen sich auf die umkrystallisierte Subs! 








Einwage, mg Substanz. 
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Die Ursache fiir die auffallende Streuung der Jodzahlen von 
Hraktion 6—9 ist uns unbekannt. 

Die C,,----Siuren. Fraktion 2 wurde nochmals fraktioniert 
destilliert. Niedrigst siedender Anteil 2,5 g. Jodzahl 37 (22,3 mg 
Subst.: 0,65 com n/10-Bromlésung). Ein Teil des Destillats wurde 
hydriert und verseift. Freie Siure. Schmelzp. 61—61,5° bzw. 
62—62,5° (umkryst.). Aquiv.-Gew. 257 bzw. 257,7 [52,0 (47,7) mg 
Subst.: 2,027 (1,851) com n/10-alkoh. Lauge]. Es lag also Pal- 
mitinsiure vor. Der andere Teil wurde verseift und nach Twit- 
chell die fliissigen Siuren abgetrennt. 0,65 g¢. Jodzahl 96 (39,5 mg 
Subst.: 2,98 ccm n/10-Bromlésung) Es handelte sich hier um 
nahezu reine Palmitoleinsiiure (Schmelzpunkt des Hydrierungs- 
produktes 58—59°, Aquiv.-Gew. 256 (47,9 mg Subst.: 1,871 ccm 
n/10-alkoh. Lauge). Die C,,----Siuren bestehen auf Grund der 
Jodzahl des Estergemisches (37) zu 61°/, aus Palmitinsiure und 
zu 39°/, aus Palmitoleinsiure. 

Die C,,----Siuren. 9,55 g des Siuregemischs aus Frak- 
tion 7 gaben nach Twitchell 0,51 g feste Siiure (Stearinsiure 
vom Schmelzp. 68,5—69°). Die C,,-+--Siuren bestehen demnach 
zu 5,5°/, aus Stearinsiure und zu 94,5°/, aus ungesittigten Fett- 
siuren. Jodzahl der ungesiittigten (fliissigen) Fettsiuren 109 
36,8 mg Subst.: 3,15 com n/10-Bromlésung). 





Menge der Methylester in g. 














1 2 3 4 h 6 7 8 9 | 10] 11 12 | 1*) 




















0,72 0,72 | 0,72 
6,0316,8314,7213,84]1,90 23°32 14,23 
2'3713,73)6,26|9,00]11,00)10,62|11,2714,30]6,65]3,82 69,02 | 3,80/6 
1,88 |4,25 1,3] 7,43 | 



































| Fraktion der hoch ungesiittigten Fettsiiuren. Die kleineren Mengen der wah 


scheinlich noch darin vorhandenen C,,+---Siuren wurden vernachlissigt. 


Das Fett des Warans. 

Der Fettkérper stammt von einem aus unbekannter Ursache 
cingegangenen Tier des Leipziger Zoologischen Gartens™). Das 
daraus gewonnene, schwach gelbgefiirbte Ol erstarrte beim lingeren 
Stehen teilweise. Gesamtmenge etwa 3 kg. Jodzahl 75/77 [28,1 
(28,0) mg Subst.: 1,671 (1,69) ccm n/10-Bromlésung]. 





**) Das Material verdanken wir Herrn Prof. Thomas. 


5,22 
7,45 
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Aus 170g der Gesamtfettsiuren dieses Fettes wurden auf 


dem Wege iiber die Lithiumsalze die hoch ungesittigten Fettsiurey 
abgetrennt. 

3,5 g. Jodzahl 222 (22,7 mg Subst.: 3,97 cem n/10-Bromldésung). Dey 
durch Destillation gereinigte Methylester wurde hydriert. Schmelzpunk: 
des wiederholt aus Methylalkohol umkrystallisierten Esters 49° Daraus 
freie Sdiure. 0,9 g aus 3g des nicht hydrierten Produktes. Schmelzp. 71 
bis 72°. Aquiv.-Gew. 324 (41,9 mg Subst.: 1,293 cem n/10-alkoholisclic 
Lauge). Die Aufarbeitung der beim Umkrystallisieren des Esters er- 
haltenen Mutterlaugen fiihrte zu 2,0 g Siiure. Schmelzp. 59—60°. Aquiv.- 
Gew. 293 (45,5 mg Subst.: 1,555 cem n/10-alkoholische Lauge). Die Frak- 
tion der hoch ungesittigten Fettsiiuren enthielt also auBer den C,,-+-+- und 
C,.-++-Siuren nicht unbetriichtliche Mengen niedriger molekulare Siiuren. 


Die Fraktion der gesittigten und schwach ungesiittigten Fett- 
siuren (165 g) wurde in die Methylester iibergefiihrt, und diese 
im Apparat von Jantzen und Tiedcke fraktioniert destilliert. 











Methylester Hydrierte Siuren 
— Jodzahl — Kegan ew, 
r 14,1 25,4/25,5 52,5—58 242 
2 13,55 33,3/82,8 59—60 | 257 
3 13,7 39 5I—58 261 
4 12,9 52,5 56,5—57,5 268 
D 14,8 66/68 61—62 QT 
6 15,1 86 66—67 2765 
7 14,9 88/90 69—T0 285) 
8 15,5 92/92 
9 16,5 89/89 
10 16,3 87 69—T70 283 
11 16,2 93 64,5—65,5 292 
12 1,1 136 66,5--67,5 326 














30,6 


32,3 


0,612] 0,493] 0,857) 1,192 


0,648} 0,511 1,75 2.254 2,216] 2,169 
Einwage, mg Substanz. 

[41,7 [54,1 [44,7 [36,2 ]40,9 [42,4 | | } 40,4 [40,1 | 40,6 

Verbrauch, ccm n/10-alkoholische Lauge. 

1,679] 1,625] 2,076] 1,670] 1,318] 1,481] 1,49 | | | 1,426] 1,872] 124 


40,7 








Einwage, mg Substanz. 
19,8 32,6 31,9 |30,5 | 30,8 


Verbrauch, cem n/10-Bromlésung. 
5} 1,522] 1,839) 2,144] 2,152] 2,106] 1,987] 1,969 
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Die U,,°::-Saéuren. Aus 13 g des Fettsiiuregemisches von 
Fraktion 2 wurden nach Twitchell die fliissigen Fettsiiuren ab- 
vetrennt 2,5 g. Die Methylester davon zerlegte man wieder durch 
fraktionierte Destillation in 3 Fraktionen. — a) 0,6 g; Jedzahl 82 
(25,5 mg Subst.: 1,649 ccm n/10-Bromlésung). — b) 1,2 g; Jodzahl 91 
(25,4 mg Subst.: 1,825 ccm n/10-Bromlésung). — c) 0,2 g; Jodzahl 90 
(31,2 mg Subst.: 2,215 cem n/10-Bromlésung). — Fraktion b wurde 
hydriert. Freie Siure. Schmelzp. 58—59°. Aquiv.-Gew. 257 (41,2 mg 
Subst.: 1,603 ccm n/10-alkoholische Lauge\. Fraktion b war dem- 
nach nahezu reiner Palmitoleinsiiure-methylester (Jodzahl ber. 94,6). 
Auf Grund der Jodzahl der Fraktion 2 bestehen die C,,--+-Siiuren 


} 
| 


yu 65°/, aus Palmitinsiiure und zu 35°/, aus Palmitoleinsiure. 

Die C,,----Siuren. Die Menge der aus 5,0 g Ester der 
fraktion 8 nach Twitchell erhaltenen festen Fettsiiuren (Stearin- 
siure vom Schmelzp. 68—69°) betrug 0,5 ¢. Die C,,----Siiuren 


hestehen demnach zu 11°), aus Stearinsiure und zu 89° 


' 
j 


lo 


aus 


ungesittigten Fettsiiuren. Jodzahl der ungesiittigten (flissigen) 
Fettsiuren 107/109 [25,4 (21,6) mg Subst.: 2,137 (1,847) cem 


n/10-Bromlésung'. 


Menge der Methylester in g. 











bo 
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pp 
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2,4915,70]10,20]10,93]14,9]15,5]16,5]16,3]11,50 
4,70 r - 












































Summe 





6,81) 6,81 
48,02'31,22 
104,02 11,44 


| 
5,80; 





ungesittigt 


16,80 
92,584 1,75 *) 


5,80+1,75*) 


l‘raktion der hoch ungesiittigten Fettsiiuren. Die angegebenen Zahlen sind 


nur ungefihr geschiitzt. 


Das Rattenfett. 


Das untersuchte Iett stammte von 5 ‘lieren, die mehrere 
Monate hindurch ausschlieBlich mit Gerstenschrot gefiittert worden 
waren, Gesamtmenge des phosphatidfreien Fettes 105 g (aus Fett- 


vewebe, Fell und Muskulatur.) 


Aus dem Gemisch der Gesamtfettsiiuren wurden auf dem Wege iiber 
(lie Lithiumsalze die hoch ungesiattigten Fettsiiuren abgetrennt. 2,0 g. Jod- 
zahl 163/160 [27,4 (24,3) mg Subst. : 3,52 (3,07) cem n/10-Bromlésung]. Hydrierte 
Siiure. Sehmelzp. 67°. Aquiv.-Gew. 283 (58,0 mg Subst.: 2,04 eem n/10- 
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alkoholische Lauge). Wie schon die verhiiltnismibig niedrige Jodzahl zeiy:, — 
waren also hoch ungesiittigte Fettsiiuren der C,,)-+-- und C.:---Séuren jp 
nachweisbaren Mengen nicht vorhanden. 


Die Fraktion der ungesittigten und schwach ungesittigte) 
Fettsiiuren (94 g) wurde in die Methylester iibergefiihrt und diese 
im Apparat von Jantzen und Tiedcke fraktioniert destillier’. 


















































Methylester Hydrierte Siuren 
— — Jodzahl — Aquiv.-Gew. - 
J 
1 3,60 23,8 45—46 241 
2 3,75 30,6 59,5 255 ” 
3 5,15 33,1 61,5 256 Ve 
4 9,65 34.5 61—61,5 257 : 
5 9,63 37,5 59—60 260 
6 10,09 49,4 57 266/265 Ki 
7 9,90 81 65,5 | 278 Ve 
8 9,81 97 69,5 284 
9 9,92 101 
10 6,62 102 | 
11 13,5 105 69 287/286 P, 
12 3,1 107 49 300 i 
10 
un 
1 | 2 3 | 4 | 5 6 | 7 | 8 | 9 | 10 | 1] | 
Einwage, mg Substanz. pe 
t 
34,6 |30,3 [86,8 [84,6 [30,5 |35,2 [39,7 [27,1 | 28,4 [25,9 [26,6 | 3), 
JO 
Verbrauch, ccm n/i0-Bromlésung. Su 
0,65 | 0,73 | 0,96 | 0,94 | 0,90 | 1,387 | 2,53 | 2,07 | 2,25] 2,08] 2,20 | 2. 
Einwage, mg Substanz. . | 
55,5 | 44,2 | 58,1 50,9 [52,9 [48,8 [45,2 | 59,7 64,0 Jot. 
44,0 48,6 
Verbrauch, ccm n/10-alkoholische Lauge. ic % 
2,302] 1,733] 2,266] 1,977] 2,081] 1,834] 1,625] 2,103! 2,230| IB! |,” 
1,661 | 1,698] fg? | 
- 
Die U,,:+:-Siuren. Aus 16,5 g der vereinigten Fraktione: 
2,3 und 4 wurden nach Twitchell die fliissigen Fettsiuren ab- 
getrennt. Die Methylester davon wurden sodann wieder fraktio- day 


niert destilliert. row 





SC 
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Methylester Hydrierte Siuren 
| er aus Aceton 
Menge | Jodzahl | Schmp. | Adv | umkrystallisiert 
| Gew. | ¢ eee 
| | | Schmp. | Aquiv.- 
g | —. - | °C | Gew. 
1,06 71/73 | 
b 1,77 90/90 62,5 254 | 63 257 
1,27 93 62 256 | 62,5 257 
d 1,18 105/107 | | 
a b c d 
Einwage, mg Subst. . | 28,6/36,6 | 33,6/29,5 37,7 26,8/27,4 
Verbrauch, cem n/10- 
Bromlésung . 1,60/2,11 | 2,37/2,08 2,76 2,22/2,32 
Kinwage, mg Subst. . 85,6 (25,7) | 23,3 (24,4) 
Verbrauch, cem n/10- 
alkohol. Lauge 1,399 (1,002) ] 0,912 (0,948) 














In den Fraktionen b und c¢ lag demnach praktisch reiner 
Palmitoleinsiiure-methylester vor. Auf Grund der Jodzahl von Frak- 
tion 3 bestehen die C,,----Siuren zu 65°/, aus Palmitinsiure 
und zu 35°/, aus Palmitoleinsiure. 

Die C,,----Siuren. Aus 5 g Ester der Fraktion 9 wurden 
nach Twitchell 0,30 g feste Fettsiuren (Stearinsiure vom Schmelz- 


punkt 67°) erhalten. 


Demnach bestehen die C,,: 


---SHuren zu 


6°/, aus Stearinsiiure und zu 94°/, aus ungesiittigten Fettsiuren. 


lo 


Jodzahl der ungesittigten (fliissigen) Fettsiiuren 115 (25,9 mg 
Subst.: 2,34 ccm n/10-Bromlésung). 


















































Menge der Methylester in g. 











Summe 
i} 2),3],4]5] 6] 7] 8] 9] 10] it | 12 aE -/.. 
—~12 | ae littio 
4 1-12 isiittigt| "8° ittigt 
BC, |1,87]0,16 2,03, 2,03 | 
C; |1,73]8,59]5,1519,65]8,2416,55]2,06 36,97) 24,03 12,94 
. 1,39]3,54|7,8419,81]9,92]6,62113,50] 1,55] 54,17) 3,25 |50,92+2,0% 
© 519: 1,55] 1,55 | 1,55 


*) Fraktion der hoch ungesiittigten Fettsiuren. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir fiir die bereitgestellten Mittel, sowie fiir die Ge- 
viihrung eines Forschungsstipendiums an den einen von uns(F. Ditt). 
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Enzymatische Bestimmungsmethode von «-Glycerophosphat 
in Gemischen mit /-Glycerophosphat. 


Von 
Anton Schiiffner und Erwin Bauer. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Januar 1935.) 


In der vorhergehenden Arbeit berichteten wir iiber eine aus- 
gepriigte Spezifitit der Hefephosphatase. Wiahrend niimlich e- 
Glycerophosphat durch dieses Enzym mit groBer Geschwindigkeit 
gespalten wird, wird das 8-Isomere nur unbedeutend hydrolysiert. 
Dieses Verhalten, das einen grundsiitzlichen Unterschied zwischen 
der Hefephosphatase und den Phosphatasen anderer Herkunti 
darstellt, legt die Frage nahe, ob sich die Phosphoesterase aus 
Hefe nicht fiir eine einfache enzymatische Bestimmungsmethode 
von «- und §-Glycerophosphat auswerten lieBe. Dies ist in der 
Tat méglich und stellt gegeniiber der von H. D. Kay und Lee!) 
angegebenen Methode, die p,,-Kurven der «- und £-Glycerophos- 
phatspaltung aufzunehmen verlangt, eine bedeutende Vereinfachung 
und besonders eine Erhéhung der Genauigkeit dar. Auch gegen- 
iiber dem Verfahren von P. Karrer und H. Salomon?), das aut 
der Bildung eines relativ schwer léslichen Doppelsalzes von Barium- 
nitrat mit #-glycerophosphorsaurem Barium beruht, sowie dem 
Verfahren von C. Carrara?®), das die Reaktionsfaihigkeit von c- 
Gzlycerophosphat gegentiber Bleitetraacetat heranzieht, ist die hier 
beschriebene enzymatische Bestimmungsmethode schneller und mit 
eréBerer Genauigkeit auszufiihren. 

Um in Gemischen von a@- und f-Glycerophosphat den Gehalt 
an «-Salz festzustellen, ist es nur nétig, sich eine Standardenzym- 
lésung herzustellen, die, wie wir bereits friiher berichteten‘), sehr 
haltbar ist. Kin fiir allemal wird der Spaltungsgrad von ver- 
schiedenen «- und f#-Glycerophosphatmischungen von gleichem 


‘Totalphosphorgehalt fiir eine oder mehrere Versuchszeiten ermittelt ’ 


und zweckmiBig in ein Diagramm eingetragen. Der Gehalt an 
der «-Komponente eines unbekannten Gemisches ist jederzeit 
leicht und exakt durch graphische Interpolation zu finden. Von 


') J. of biol. Chem. 91, 185 (1931). *) Helvet. chim. Acta 9, 3 (1926). 
*) Giorn. Chim. ind. appl. 14, 236 (1922). 
‘) A. Schiffner u. BK. Bauer, Diese Z. 225, 245 (1934). 
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jeit zu Zeit wird man sich von der Wirksamkeit der Enzym- 


jCL¥ 


sung zu tiberzeugen haben. 


Versuche. 


3 cem Glycerophosphatmischung entsprechend 100, 75, 50, 25 und 0°, 
und damit korrespondierend 0, 25, 50, 75 und 100°/, 8-Glycerophosphat 
yt einem Totalphosphorgehalt von 7 bmg P und 2,5cem m/10 MgSO, 
yerden auf etwa 24 cem aufgefiillt und auf 30° im Thermostaten vorge- 
wirmt; hierauf wird mit Leem Enzym [Darstellung vgl. friihere Mitteilung‘)| 
wif 25 eem aufgefiillt; py = 6,4 eingestellt mit Bromkresolpurpur als Indi- 
«itor; Temp. 30°. 
Zur Bestimmung werden dem Ansatz je 5 cem entnommen und in 5 cem 
"|, iger Trichloressigsiure einpipettiert. Vom Filtrat der EiweiBfillung 
yird ein aliquoter Teil zur colorimetrischen Bestimmung der Phosphor- 
siure nach Briggs) verwandt. Angaben bedeuten mg abgespaltenen P in 


heem des Ansatzes. 

















*/) @-Glycerophosphat 
| Zeit in 100 7d 50 | 25 | 0 
Minuten °/o 6-Glycerophosphat 
Te Te... A a... Le a. an a 
30 0,314 | 0,241 0,196 | 0,128 see 
60 0,546 0,437 0,342 0,211 a 
120 0,802 0,653 0,485 0,301 0,039 


Kin kiufliches Glycerinphosphorsiurepriparat (Merck, Natriumglycero- 
‘vhosphat pulv.), dessen enzymatische Spaltbarkeit unter den nimlichen Be- 
(ingungen untersucht wurde, zeigte folgenden Reaktionsverlauf: 


30 60 120 Minuten 
0,121 0,205 0,267 mg abgespaltenen Phosphor. 





Das nebenstehende Dia- mg q 
PSo\™ 


wonnen, erlaubt den Gehalt des 


seben die verschiedenen Zeit- 














Werte den Gehalt ana-Glycero- 0267 } 
phosphat tibereinstimmend zu 0205 
22°). wieder. 0121 
700 foo 10028 


») J. of biol. Chem. 53, 


3 (1922) Spaltbarkeit von e-Glycerophosphat in Gemischen 


mit £-Glycerophosphat durch Hefephosphatasce. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXX XII. a 





Uber Hefephosphatase. 
(1. Mitteilung iitber die Enzyme der Girung.) 


Von 


Anton Schiffner und Erwin Bauer. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1S. Januar 1935.) 


In einer friiheren Mitteilung') haben wir iiber eine zweck. 
miiBige Isolierung und iiber eine vorliufige Reinigung der Hefe. 


phosphatase berichtet. Wir beginnen jetzt die Beschreibung yo 
Girungsenzymen mit einer ersten Charakterisierung der Phos. 
phatase aus Hefe, einem Enzym, das mittelbar oder unmittelba 
im Mechanismus der Girung eine Rolle spielt. Uber die spezitische 
Wirkungsweise der Hefephosphatase und ihrer Bestimmungsmethode 
ist bis jetzt wenig berichtet worden. Zur Untersuchung der spezi- 


fischen Wirkungsweise der Hefephosphatase erscheint eine Ab-§ 


trennung der Girungsenzyme unumginglich notwendig. Der Ver- 
gleich der Spaltbarkeit von Hexose- bzw. Triosephosphorsiiureeste, 
dessen Studium fiir die Erkenntnis des Girungsablaufes gerade 
interessiert, ist nur mit einem Enzymmaterial eindeutig durch- 
zufiihren, das eine anderweitige Veriinderung des Substrates z. J. 
durch Oxydoreduktion ausschlieSt. Wir erreichen eine Abtrennuny 
des Oxydoreduktionssystems von der Phosphatase durch die a. a.0). 
beschriebene Methode der Extraktion von Trockenhefe durch 
Glycerin und darauffolgender Dialyse, was weiter unten belegt wird. 
Kine weitere Veriinderung, die Hexose- oder Triose-phosphorsiiure- 
ester durch die Enzyme der Girung erleiden kénnen, ist eine 
Aufspaltung in C,-Kérper bzw. eine Synthese zu C,-Kérpern etw: 
durch das neuerdings von Meyerhof und Lohmann’) beschrie- 
hene Enzym Zymohexase. Die durch Dialyse vorgereinigten 
Glycerinextrakte enthalten meBbare Mengen dieses Enzyms. Fs 
gelingt durch vorsichtige Adsorption mit Tonerde Cy bei schwacli 


) A. Schiffner u. E. Bauer, Diese Z. 225, 245 (1934). 
») Biochem. Z. 271, 89 (1934). 
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saurer Reaktion zymohexasefreie Phosphataselésungen zu erhalten. 
Die Zymohexase findet man in den ammoniakalischen Elutionen 
des Adsorbens angereichert wieder. Mit der so gereinigten Phos- 
phatase schlieBen wir nun auch die Veriinderungen aus, denen die 
ime bzw. Trioseester durch die Zymohexase unterliegen. Die 
Abtrennung der Enzyme der Giirung und der Oxydoreduktion von 
der Phosphatase der Hefe erméglicht nun die Spaltungsgeschwin- 
digkeit von Phosphorstureestern quantitativ zu vergleichen. Dar- 
iber soll die vorliegende Untersuchung einen ersten Uberblick 
sewihren. 

Ks ist fiir die Hefephosphatase charakteristisch, daB sie ¢-Gly- 
cerophosphat mit groBer Leichtigkeit spaltet, wihrend £-Glycero- 
phosphat nur unbedeutend angegriffen wird. Die Hefephos- 
phatase ist eine spezifische e-Glycerophosphatase. Diese 
ausgepriigte «-Spezifitét, die auch ungereinigte Macerationssifte 
aufweisen, findet man bei Phosphatasen anderer Herkunft nicht. 
Nieren- oder Leberphosphatase spaltet beide isomeren Kérper gut, 
wenn auch mit unterschiedlicher Schnelligkeit. Die e-Spezifitit 
des Hefeenzyms stellt sogar ein ausgesprochenes Gegenstiick zu 
den Befunden von Kay und Lee’) dar, die nachweisen konnten, 
dab beispielsweise Taka-, Nieren-, Plasma- und Sojabohnenphos- 
phatase -Glycerophosphat besser hydrolysiert als sein «-Iso- 
meres. Ob die geringfiigige Spaltung von §-Glycerophosphat durch 
las Hefeenzym auf die Beimengung einer besonderen Phospho- 
esterase zuriickzufiihren ist, mu8 dem Ergebnis weiterer Versuche 
iiberlassen werden. Hervorgehoben zu werden verdient jedenfalls, 
dai die Hefephosphatase zumindest in ihrem weitaus_ iiber- 
wiegenden Teil eine «-Glycerophosphatase ist. Anhaltspunkte fiir 
die Uneinheitlichkeit dieses Enzyms geben unsere Beobachtungen 
nicht. 

Das p,-Optimum der @-Glycerophosphatspaltung durch Hefe- 
phosphatase finden wir zwischen p,,6 und 7. Kin zweites Optimum 
im alkalischen Gebiet, wie es nach Beobachtungen von Davies’), 
lerner von Bamann und Mitarbeiter®) bei Phosphatasen tierischer 
Herkunft existiert, weist die Hefephosphatase nicht auf. Die letzteren 
Forscher schlieBen aus der Existenz zweier p,-Optima auf zwei 
'sodyname Enzyme, ein SchluB, den sie in jiingster Zeit®) durch 


*) J. of biol. Chem. 91, 135 (1931). 

‘) Biochemie. J. 28, 29 (1934). 

*) E. Bamann u. E. Riedel, Diese Z. 229, 112 (1934). 

") E. Bamann u. K. Diederichs, Ber. chem. Ges. 67, 2019 (1934). 
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die Trennung der beiden Enzyme bestitigen konnten. Isodynany 
Phosphatasen, wie sie in héheren Organismen offenbar vorkommey, 
liegen in der Hefe nicht vor. 

Auch in anderer Hinsicht zeigt die Hefephosphatase ein: 
strengere Spezifitiit als tierische Phosphatase; sie ist eine Mono. 
esterase. Di-ester wie Diphenylphosphorsiureester werden dure); 
Hefephosphatase nicht angegriffen, wahrend Monophenylphosphor- 
siureester der Hydrolyse anheimfallt. Im Vergleich dazu spaltey 
Knzyme tierischer Herkunft Mono- und Di-Ester ‘). 

Der Unterschied zwischen Hefe- und tierischen Phosphatase, 
erstreckt sich auch auf die Spaltungsgeschwindigkeit von Hexose. 
estern. Es zeigt sich, daB die tierischen Phosphatasen die Hexose. 
ester recht gut zu spalten vermégen, wihrend die Hefephospha- 
tase diese Ester im Verhiiltnis zur Glycerinphosphorsiiure nur sey 
triige spaltet. Die Hydrolysengeschwindigkeit von Hexosediphos. 
phorsiiure und Hexosemonophosphorsiiuren, und zwar von Robison- 
und Neubergester bei Kinwirkung von Hefephosphatase ist un 
ein Vielfaches geringer als die von Glycerophosphat. Und ahnlicl 
den Hexoseestern wird auch die Phosphoglycerinsiure nur lang. 
sam angegriffen. 

Fiir den Ablauf der Girung ist die Tatsache, daB die Hexose- 
ester, die Phosphoglycerinsiure und, wie man indirekt schlieBen 
kann (der experimentelle Beweis ist einer weiteren Untersuchung 
vorbehalten), auch die Trioseester ‘iuferst schwer spaltbar sind, 
von biologischer Bedeutung. Durch die Phosphorylierung wird 
das stabile Zuckermolekiil einerseits der enzymatischen Spaltung 
in die C,-Kette, andererseits der Oxydoreduktion zugiinglich. Die 
Dephosphorylierung tritt erst dann ein, wenn diese Vorgiinge ab- 
veschlossen sind. Das ist z. B. bei der Glycerinphosphorsiure der 
Fall, die leicht gespalten wird, keineswegs aber bei der Phos- 
phoglycerinsiure, die tiuBerst langsam hydrolysiert wird, was mit 
Befunden O. Meyerhofs und Mitarbeiter’) iibereinstimmt, denen 
es gelang, ein weiteres Umwandlungsprodukt der Phosphoglycerin- 
siiure, die phosphorylierte Brenztraubensiure, aus bestimmten 
GHiransiitzen zu isolieren. 

Zuletzt soll noch kurz iiber die Bestimmungsmethode der 
Hefephosphatase berichtet werden. Die spezifische Wirkung dieses 
Knzyms auf die e-Glycerinphosphorsiiure veranlaBt uns, die Be- 


‘) Uzawa, J. of Biochem. 15, 1 (1932). 
*) O. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Z. 273, 60 (1984). 
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timmung mit reinem @-Glycerophosphat als Substrat auszufiihren. 
Rei Anwendung des reinen «-Priparates, nicht aber von kiuf- 
lichen Priiparaten, die stets Gemische beider Isomeren darstellen., 
verliuft die Hydrolyse bei einer zweckmibig gewihlten Substrat- 
konzentration bis zu einem hohen Spaltungsgrad nach einer 
Reaktion erster Ordnung. 

Die Bestimmung der Phosphatase erfolgt bei der optimalen 
Magnesiumionenkonzeutration, die wir bei 0,01 molar finden und 
bei dem optimalen p,, von 6,4. Voraussetzung fiir eine quantita- 
tive Bestimmung der Hefephosphatase ist die Abtrennung der 
freien und gebundenen Phosphorsiiure aus den Rohextrakten durch 
Dialyse. 

Wir definieren die Kinheit der Hefephosphatase als die- 
jenige Knzymmenge, die unter den im experimentellen ‘Teil an- 
gesebenen Bedingungen die monomolekulare Reaktionskonstante 
= 1 ergibt. 

Versuchsteil. 


Zur Bestimmung der Phosphorsaure bedienen wir uns der kolori- 
metrischen Methode von Briggs®*). Die Enzymwirkung wird durch EKin- 
pipettieren von 5 cem des Ansatzes in ebensoviel Kubikzentimeter 10°/, iger 
Trichloressigsiure unterbrochen; nach etwa halbstiindigem Stehen wird dic 
Probe mit einer Messerspitze Tierkohle versetzt und durch ein gehiirtetes 
Filter filtriert. Vom Filtrat gelangt eine solehe Menge zur kolorimetrischen 
Bestimmung, daB der P-Gehalt unter 0,5 mg liegt. 

Die Darstellung des Enzymmaterials erfolgt nach der in einer 
friiheren Mitteilung') angegebenen Methode. 


Abtrennung des enzymatischen Oxydoreduktionssystems von der 
Hefephosphatase. Wir bestimmen die enzymatische Oxydoreduktion mittels 
der Methylenblaumethode nach Thunberg"). Als Wasserstoffdonator 
dient Robisonester. 

Die durch Dialyse von Glycerinextrakten aus Trockenhefe gewonnenen 
Knzymlésungen geben auch nach Zusatz yon Co-Zymase oder Co-Ferment 
aus Pferdeblutzellen nach Warburg!) keine oder eine erst nach sehr 
langer Zeit eintretende Entfirbung des zugesetzten Methylenblaus im eva- 
kuierten Thunbergrohr. WiiBrige Extrakte aus Trockenhefe entfirben da- 
gegen in kurzer Zeit noch in sehr starker Verdiinnung Methylenblau. 

Versuche: Es wird die Entfirbungszeit von 1 ecm Methylenblau 
': 10000 durch 1 cem Robisonester (enthaltend 6 mg Ca-Salz) bei Zugabe 
von folgenden Enzymsystemen, bei einer Temperatur von 22° und einem 
by = 7 beobachtet. 

‘) J. of biol. Chem. 53, 13 (1922). 


‘) T. Thunberg in ,,Methoden der [’ermente“, Oppenheimer - Pin- 


kussen, Leipzig 1929. 
") Biochem. Z. 266, 877 (1933). 
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1 ccm Phosphatase | 1 ccm Macerationssaf 

Enzvm | 2 Cem Phosphatase (0,3 Ph.E.) (1: 10) 

ais (0,3 Ph.E) + 1 ccm Co-Zymase | + 1 cem Co-Zymag 

(20 Co.E.) (20 Co.E.) 

Entfair-}| | ' 
bungs- | uber 3 Stunden iiber 3 Stunden 4—5 Minuten 

zeit 











Abtrennung der Zymohexase von der Phosphatase. Die Aj. 
trennung der Zymohexase aus den Lisungen der Phosphatase wird dure 
mehrmalige Adsorption an Tonerde Cy, zweckmiiBbig bei einem pj; zwische 
5,5 und 6,5 erreicht. Die Restlésung enthilt zymohexasefreies Enzyn, 
wiihrend sich in den ammoniakalischen Elutionen die Zymohexase ap. 
gereichert vorfindet. Die Bestimmung der Zymohexase nehmen wir nac\ 
den Angaben von O. Meyerhof und K. Lohmann?) vor; es wird der 
alkaliverseifbare Phosphor nach Einwirkung des Enzyms auf hexose. 
diphosphorsaures Natrium bestimmt. Die Bestimmung beruht auf de 
leichten Alkalizersetzbarkeit des durch das Enzym gebildeten Dioxyaceton. 
phosphorsiureesters. 

Beispiel der Abtrennung. Je 10 cem dialysierte Phosphatase. 
lésung werden mit 10 cem Wasser verdiinnt und bei einem py, = 5, bzw. 
6,4 bzw. 7,6 mit 1,5 eem Tonerdesuspension Cy (30 mg Al,O,) adsorbiert. 
Nach Abtrennung vom Adsorbens auf der Zentrifuge wird die Adsorption ein 
zweitesmal mit wieder 1,5ccm und zuletzt ein drittesmal mit 1 cem Tonerde. 
suspension wiederholt. Das Adsorbens der ersten Adsorption bei py =6,4 wird 
mit 20 ecm n/15-NH, eluiert. Die Enzymlésungen werden nach Ausfiihrung 
der Operationen neutralisiert. Nachstehende Tabelle veranschaulicht den 
Erfolg der Adsorption. 

Tabelie 1. 


Eine Lésung von hexosediphosphorsaurem Natrium, entspr. 12 mg 
organisch gebundenen Phosphors, wird mit Natriumbicarbonatlésung au! 
Py = 7,6 eingestellt und unter Zusatz von der entsprechenden Menge Enzym 
auf 25 cem aufgefiillt. Bestimmungszeit 1 Stunde; Temperatur 30° Zur Zeit ( 
und nach einer Stunde werden je zwei Proben von 5 cem mit Trichlor 
essigsiiure versetzt, die eine zur Ermittlung des alkaliverseifbaren Phos- 
phors, die andere zur Bestimmung des durch reine Phosphatasewirkung ab- 
gespaltenen Phosphors, durch den die Zymohexasewirkung korrigiert werden 
muB. In der Tabelle ist diese Korrektur bereits vorgenommen; die Angaben 
bedeuten mg alkaliverseifbaren Phosphor in 25 cem des Ansatzes, bzw. 
Phosphataseeinheiten. 











In 10 cem Restlésung 
In 2 cem Aus- der Adsorption bei In 10 cem 
gangslésung 9 |—— 2 der Elution 
a 
Phosphatase- | 
einheiten 0,568 0,082 0,115 0,207 0,255 
Zymohexase- 
wirkung 0,297 0,000 0,000 0,180 0,344 
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Abhangigkeit der Hefephosphatase von der Wasserstoffionen- 
konzentration. Das py-Optimum der Hefephosphatase liegt bei py = 6,4. 
Zu den in der Tabelle angefiihrten Versuchen verwandte man als Substrat 
reines a-Glycerophosphat; doch ist die Lage des Aktivitiétsoptimums bei 
Verwendung von anderen Substraten wie Monophenylorthophosphorsiure, 
»yzw. Hexosediphosphorsiiure die gleiche. 


Tabelle 2. 


Je 2 ccm a-Glycerophosphatlésung (7,5 mg org. geb. P enthaltend) 
und 2.5 eem m/10 MgSO, werden mit verdiinnter Essigsiiare bzw. mit Natron- 
lauge auf das betreffende py mittels Indikatoren eingestellt. Hierauf wird 
1 cem Enzym hinzugefiigt und das Volumen mit Wasser auf 25 ccm erginzt. 
Versuchsdauer 1 Stunde; Temperatur 30°. Zahlen bedeuten mg abgespal- 
renen P in 5 cem des Ansatzes. Eine py-Anderung wiihrend der Ein- 
wirkungszeit ist nicht zu beobachten. 





mn | 50 [| 60 | 7 | 80 | 90 





0,438 0,369 0,175 
29,2 24,6 11,7 


Einflu8 von Magnesiumionen auf die Hefephosphatase. Die 
durch Dialyse gewonnenen Enzympriiparate sind meist fast vollkommen in- 
aktiv. Die Inaktivierung des Hefeenzyms gelingt also leichter als die von 
tierischen Phosphatasen. Das Aktivierungsoptimum der Hefephosphatase 
durch Magnesiumsalze liegt, wie aus nachstehender Tabelle zu ersehen ist, 
hei einer Konzentration entsprechend etwa m/100 MgSQ,. 


0,301 0,019 
20,4 1,9 


mg 4 
, Spaltung 











Tabelle 3. 


Ansatz: 2cem Glycerophosphatlésung (liquidum, Merck), entspr. 4,925 mg 
org. geb. P, 15 cem Veronalpuffer nach Michaelis, wechselnde Mengen 
Magnesiumsulfatlésung, sowie 0,5 ccm dialysierte Hefephosphatase. Gesamt- 
volumen 25 cem. py = 6,4. Versuchszeit 1 Stunde. Temperatur 30° An- 
gaben bedeuten mg P, abgespalten in 5 ccm des Ansatzes. 


Molaritit der Magnesium- 


konzentration des Ansatzes 0,0 1/500 1/100 1/50 1/25 
mP... 1. | OR 0,186 0,235 0,226 0,196 
”-Spaltun. . ... . 25 18,9 23,8 23,0 19,9 


Ebenso wie an diesem Beispiel wurde in zahlreichen anderen Kurven, 
die fiir jedes neue Enzympriiparat aufgenommen wurden, das gleiche Kon- 
zentrationsoptimum unabhingig von der Enzymmenge beobachtet, gleich- 
giiltig, ob das Priiparat glycerinhaltig war oder durch vorhergehende Dia- 
lyse von Glycerin befreit wurde; ebenso war es fiir die Lage des Optimum 
ohne Bedeutung, welches Substrat zur Verwendung kam (Hexosediphosphor- 
siure, a- oder $-Glycerophosphat, Phosphoglycerinséure). Hingegen trat 
bei Gegenwart von m/12 Citratpuffer das Maximum der Aktivierung stets 
bei m/20 Magnesium auf, eine Tatsache, auf die besonders hingewiesen zu 
werden verdient, da in letzter Zeit in der Literatur ®) tiber Magnesiumkurven 
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von tierischen Phosphatasen berichtet wird, bei deren Ausfiihrung zur {:jp. 
stellung des py Citratpuffer verwendet wurde. Mit Veronalpuffer tritt kein 
Verschiebung des Optimum ein; die Lage des Optimum ist die gleiche. 
gleichgiiltig, ob das pq eingestellt wird mit Essigsiure oder Natronlaugy 


bzw. mit Veronalpuffer. 
Tabelle 4 


Magnesiumkurve bei Gegenwart von Citratpuffer. 


Ansatz: Gesamtvolumen 25 cem, enthaltend 10 cem Puffer-Substray 
gemisch Na-Glycerophosphat liquid. Merck, entspr. 5 mg org. geb. P.. 
5 eem Citrat m/2, 5 cem dialysierter Glycerinextrakt. py = 6,4. Ver 


suchszeit 1 Stunde. Temperatur 30°. Angaben bedeuten mg P, abgespolte: 
in 5 eem des Ansatzes. 


Molaritét der Mg- 
Konzentration. . 1/500 1/200 1/100 1/50 1/20 1/10 
mg Phosphor . . 0,040 0,068 0,108 0,168 0,222 0,196 = 6,18) 


Einflu8 von Phosphat und Glycerin auf die Glycerophosphaet. 


abspaltung. Sowohl Phosphat als auch Glycerin hemmen die Glycero. 
phosphatspaltung; die Affinitit der Hefephosphatase zu beiden Spalt 
produkten kommt in dieser Hemmung zum Ausdruck. Es ist bemerkens. 
wert, daB die Hemmung durch Glycerin um ein Vielfaches geringer ist als 
die, die durch Phosphat bedingt ist. Bei einer vergleichenden Bestimmung 
von verschiedenen Hefephosphatasenpriiparaten wird auf diese Eigenschafi 
Riicksicht zu nehmen sein. 
Tabelle 5. 

Zu den Hemmungsversuchen wurde dialysierte, durch Glycerin stabili 
sierte Hefephosphatase einer neuerlichen Dialyse unterworfen. Ansatz: 
Gesamtvolumen 25 cem, enthaltend reines «-Glycerophosphat (Natriumsalz, 
entspr. 7,5 mg org. geb. P), 2,5 cem m/10-Magnesiumsulfat, 2 cem Enzyi 
und Phosphat, bzw. wechselnde Mengen Glycerin, bzw. ohne Zusatz vou 
Hemmungskorper. py = 6,4. Temperatur 30° Angaben bedeuten mg !’, 
abgespalten in 5cem des Ansatzes. 














Zeit | in Stunden 0,5 1,0 2,0 

Ohne Hemmungsk6rper. . 0,409 0,656 0,934 
Mit Phosphat, entspr. 7,5 ng p 0,268 0,433 0,643 
Mit 0,25 ccm Glycerin .. . 0,389 0,628 0,909 
» 0,5 eem - (al ae 0,350 0,587 0,875 
” 5.0 cem “ cat etal 0,229 0,417 0,651 


Vergleich der Spaltbarkeit verschiedener Phosphorsaureester 
durch Hefephosphatase. Die Ergebnisse der Spezifitiitsuntersuchung der 
Hefephosphatase sind im theoretischen Teil eingehend diskutiert wordeu. 
In der Tab. 6 sind die experimentellen Befunde zusammengestellt. Es ist 
von Interesse mit der Wirkung der Hefephosphatase die Wirkung einer 
Phosphatase anderer Herkunft, der Nierenphosphatase auf die verschiedenc!! 
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Substrate zu vergleichen. Dabei tritt deutlich der Unterschied des Hefe- 
enzyms vom Nierenenzym zutage; wihrend die Phosphatase aus Hefe eine 
ausgesprochene auswiihlende Wirkung besitzt, werden durch die Phosphatase 
aus Niere die verschiedenen Substrate, mit untereinander ‘ihnlicher Schnellig- 
keit, gespalten. ; 

Zur Anwendung gelangte eine Hefephosphatase, die man von Zymo- 
hexase nach den oben angegebenen Verfahren befreite. Die ausgepriigte 
-Spezifitit der Hefephosphatase ist indes keine Eigenschaft ausschlieBlich 
des gereinigten Enzyms; auch die rohen Macerationssiifte aus Trockenhefe 
weisen schon diese Eigenschaft auf. 


Tabelle 6. 


Spezifitit der Hefephosphatase. 

Ansatz: Gesamtvolumen 25 cem, enthaltend Substrat als Na-Salz, 
entspr. 7,5 mg org. geb. P; 2,5 com m/10-Magnesiumsulfat, 5 eem zymo- 
exasefreie Hefephosphatase. p,; = 6,4. Temperatur 30° Angaben he- 
deuten mg P, abgespalten in 5 ccm des Ansatzes. 














Zeit 2 Stunden 24 Stunden 
mg P| %, Spalt. mg P °/, Spalt. 
a-Glycerophosphat. . . . 0,728 48,6 1,301 86.7 
3-Glycerophosphat. . . . 0,035 3,0 1,00 8,7 
[fexosemonophosphorsiiure 0,034 2,3 0,166 11,7 
(Robisonester) 
Hexosemonophosphorsiiure 0,064 4,3 0,207 13.8 
(Neubergester) 
'lexosediphosphorsdure . 0,035 2,3 0,217 14,5 
Monophenylphosphat. . . 0,030 2,0 0,128 . 8,5 
Diphenylphosphat. .. . 0,000 0,0 0,000 0,0 
Vhosphoglycerinséure . . 0,019 1,3 0.142 9.5 


r q ~_ 
Cabelle 7. 
Spezifitit der Nierenphosphatase. 

Ansatz: Gesamtvolumen 25 cem, enthaltend Substrat (entspr. 7,5 mg 
org. geb. P), 0,0 bzw. 0,5, bzw. 2,5 cem m/10-, bzw. 1,25 cem m/1-Magnesium- 
sulfat, 15 eem Veronalpufter, 1 cem Nierenphosphatase. py = 8,9. Temp. 30°. 
Versuchsdauer 1 Stunde. Zahlen bedeuten mg P, abgespalten in 5 ccm 
des Ansatzes. 

















eem m/10-MgSO, 0,0 0,5 2,5 12,5 
a-Glycerophosphat. . . 0,239 0,386 0,403 0,389 
3-Glyeerophosphat. . . 0,354 0,452 0,494 0,478 
Phosphoglycerinsiure , 0,170 0,213 0,211 0,184 
Hexosediphosphorsiure . 0,195 0,240 0,246 0,282 
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Aus Tab. 7 ist die Spaltbarbeit von a- und 6-Glycerophosphat sow} 


von Phosphoglycerinsiure und Hexosediphosphorsiure durch Nierenpho;. 
phatase nach Erdtmann zuersehen. Zugleich geht aus ihr das Magnesium. f 


aktivierungsverhalten hervor. 


Tabelle 8. 


Spaltbarkeit von a- und 6-Glycerophosphat 
durch Macerationssaft. 


Ansatz: Gesamtvolumen 25 ccm, enthaltend a- bzw. 8-Glycerophospha: 
(7,5 mg org. geb. P), 2,5 cem m/10-Magnesiumsulfat, 1 cem Enzym. py = 64 


Temp. 30° Versuchsdauer 2 Stunden. Zahlen bedeuten mg P, abgespalte: 


in 5eem des Ansatzes. 





| mg P | °/» Spaltung 








a-Glycerophosphat. ........ 1,326 
5-Glycerophosphat . sdk ie 0,124 





88,5 
8,1 


Kinetik und Bestimmungsmethode der gereinigten Hefephosphatase. 


Die Hydrolyse von reinem «-Glycerophosphat durch Hefephos. 
phatase verliuft nur unter gewissen Bedingungen nach einer Reaktior 
erster Ordnung. Man wird einerseits einen héheren Spaltungsgrad 2 
vermeiden haben, damit die bei der Hydrolyse auftretende Phosphor- 
siiuremenge nicht so groB wird, dafi sie die Enzymwirkung merkba: 
hemmt, andererseits diirfen die Versuchszeiten nicht allzulang 
gewihlt werden, um den Einflu8 der etwa stattfindenden Enzyn.- 
zerstérung zu vermindern. Man wird die quantitative Bestimmun 
des Enzyms bei einer dieser T'atsache entsprechenden Substrat- 
konzentration und mit einer Enzymmenge vornehmen miissen, dit 
innerhalb von 2 Stunden eine gut meBbare Wirkung ausiibt. 

Die Versuche der Tab. 9 umfassen ein Konzentrationsbereic! 
des Substrates von 1:75. Unter Beriicksichtigung der bei der kolor'- 
metrischen Bestimmung obwaltenden Verhiiltnisse ergibt sich als 
die rationellste Substratkonzentration eine zwischen 0,525 uni 
2,625 mg P pro 5cem des Ansatzes liegende. Wir nehmen 21 
unseren Versuchen eine Glycerophosphatmenge entspr. 1,5 mg P. 

Unter diesen Bedingungen ist dann auch die Proportionalitii 
zwischen Enzymmenge und Reaktionskonstante geniigend grob, 
wie Tab. 10 zeigt, um darauf eine quantitative Bestimmung 21 
griinden. 

Als Hefephosphataseeinheit liBt sich diejenige Enzyn- 
menge festsetzen, die bei einer «-Glycerophosphatkonzentration 
entsprechend 7,5 mg org. geb. P fiir 25 ccm des Ansatzes, bei einer 
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emperatur von 30°, optimaler Magnesiumionenkonzentration ent- 
sprechend 1/,5) Mol MgSO, und einem p,, = 6,4 die Reaktions- 
konstante = 1 liefert. Die Messung soll nicht iiber eine 50°/,ige 
Hydrolyse des Esters ausgedehnt werden. 


Tabelle 9. 


Wirkung verschiedener Substratmengen. 


Ansatz: Gesamtvolumen je 50 ccm, enthaltend 5cem m/10-MgSQ,, 
wechselnde Mengen «-Glycerophosphat, 2 ccm Enzym. py = 6,4. Temp. 30°. 
Analysenproben bei den zwei niedrigsten Substratkonzentrationen zu 10 ccm 
bei den iibrigen zu 5cem. Die Zahlen bedeuten mg P, abgespalten i 
5 ccm des Ansatzes. 





Org. geb. P Zeit mg P 7 K=1/t log aa 
in 5 ecm — | 1 °/, Spaltung a—x 
des Ansatzes in Stunden a gespa ten t=1 Std 
1,0 0,077 73,8 0,37 
0.105 2,0 0,099 94,4 0,13 
4,0 0,102 97,2 0,14 
1,0 0,279 53,0 0,33 
0,525 2,0 0,379 13,2 0,28 
4,0 0,431 82,1 0,19 
0,5 0,315 12,0 0,11 
— 1,0 0,670 24,4 0,12 
aa 2,0 1,082 41,1 0,12 
4,0 1,460 55,6 0,09 
0,5 0,421 5,4 0,049 
— 1,0 0,832 10,6 0,049 
il 2.0 1,489 18,9 0,045 
4,0 2,399 30,3 0,044 














Tabelle 19. 


Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit. 

Ansatz: Dialysierte, mit Glycerin stabilisierte Hefephosphatase wird 
mit Wasser auf das 5fache Volumen verdiinnt, ein Teil davon durch 
15 Minuten langes Erhitzen im siedenden Wasserbad inaktiviert und von 
dieser Lésung je 5 cem in vier trockene 25 cem-K6lbchen eingefiillt, wihrend 
ein fiinftes mit 5 cem nicht erhitztem Enzym beschickt wird. In das erste 
der mit dem inaktivierten Enzym versehenen Kélbchen werden nun 5 cem 
iicht erhitzten Enzyms einpipettiert, davon nach dem Umschiitteln 5 cem 
entnommen und in das niichste Kélbchen eingefiihrt usw. Die Kélbchen 
enthalten nun die relativen Enzymmengen 1,0 bzw. 0,5, bzw. 0,25, bzw. 
0,125, bzw. 0,0. Nach erfolgter-Zugabe von 2,5 ccm m/10-MgSO, und 
Substrat («-Glycerophosphat entspr. 5,03 mg P) wird auf 25 cem aufgefiillt. 
Py = 6,4. Temperatur 30°. Zahlen bedeuten mg P, abgespalten in 5 cem 
des Ansatzes. 
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Enrymmenge 


1,0 


0.25 


0,125 


0.000 








Zeit 


in Stunden 


0,5 
1,0 
2,0 
1,0 
2,0 
4,0 
1,0 
2,0 
4,0 
2,0 
4,0 
4,0 





mg P 


0,362 
0,571 
0,774 
0,359 
0,574 


0,779 
0,210 


0,358 
0,558 
0,206 
0,348 


0.000 





°/) Spaltung 


- 7 t= 1 Sta. 








0,39 
0,38 
0,32 
0,19 
0,19 
0,16 
0,10 
0,10 
0,02 
0,05 
0,05 
0,00 
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Uber einen weiteren Fall von Ochronose der Schlachttiere. 
Ill. Mitteilung. 


Von 


Hi. Fink und W. Hoerburger. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Landwirtschaftlich-Tierarztlichen Fakultiit der Universitit Berlin 
und dem Institut fiir Girungsgewerbe.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Januar 1935.) 


Vor einiger Zeit hatten wir Gelegenheit, bei einigen Fallen 
von tierischer Ochronose den Beweis zu erbringen, daB das die 
\nochen anfirbende Prinzip im wesentlichen aus Uroporphyrin 
pesteht'). Nach der Extraktion und Reindarstellung konnten wir 
veigen, dab das Pigment auf Grund seiner p,,-Fluorescenzkurve, 
Analyse, seines Schmelzpunkts und Absorptionsspektrums identisch 
wit Uroporphyrin | war, demselben Farbstoff, der im Falle 
Petry“ (congenitale Porphyrie) in Harn und Knochen aufgefunden 
yurde und auch sonst in der Natur wiederholt angetrofien wird, 
,. B. als komplexes Kupfersalz in den Federn des Turacus. Auf 
unsere damalige Verdéffentlichung hin sind uns sowohl aus dem 
inland, wie aus dem Ausland verschiedentlich braungefirbte 
Knochen von Schlachttieren zugesandt worden. Je nach der 


Menge des vorhandenen Materials — in den meisten Fallen war 
auberdem die Anfiirbung nur sehr gering — haben wir mehr 


oder minder eingehende Untersuchungen vorgenommen. Leider 
war auch in keinem dieser Fille in Erfahrung zu bringen, ob 
am lebenden Tier irgendwelche auf den pathologischen Zustand 
ies Schlachttieres hinweisende Symptome beobachtet worden sind. 
Wie in allen im Schrifttum besprochenen Ochronosefiallen — mit 
Ausnahme eines einzigen, bei dem kurze Zeit vor der Schlachtung 
,blutiger* Harn beobachtet wurde [Schenk?*)| — wurde erst nach 
dem Schlachten die Anomalie festgestellt. Auf die einzelnen 
Untersuchungen soll hier nicht niher eingegangen werden, da eine 
Berichterstattung insofern nichts Mitteilenswertes bietet, als sie 
uur eine Bestitigung unseres Uroporphyrinbefundes erbrachten. 

Lediglich eine Beobachtung scheint uns von allgemeinem In- 
teresse zu sein. Es handelt sich um die Knochen eines schweren 
Simmenthaler Schlachtochsen. Die Braunfirbung des Skeletts 
wurde im Schlachthof Miinchen festgestelit. Wir verdanken das 
Material der liebenswiirdigen Vermittlung von Herrn Geheimrat 
H. Fischer. Die Knochen waren schwach mahagonibraun gefirbt 


') Diese Z. 202, 8 (1931). *\ Z. Fleisch- u. Milehhyg. 12, 155 (1902). 
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und fluoreszierten nach Entfernung des Periosts im gefilterte) 
Licht der U.V.-Lampe mit leuchtend roter Farbe. Das Mark doe; 
Roéhrenknochen war farblos ohne zu fluorescieren. 

Beim Aufsiigen eines grofen Réhrenknochens (Vordertuf) 
konnten wir feststellen, daB die Knochensubstanz nicht gleich. 
miBig angefarbt war, sondern daB der Farbstoff streifenweise 
eingelagert sich vorfand. Und zwar zeigte sich bei der Be. 
trachtung des Knochenquerschnittes unter der Analysenquarzlam)e 
direkt unter dem Periost eine 2 mm breite Ringzone, in der sich 
auf gleichméBig rosa Anfirbung drei intensiv rot leuchtende 
konzentrische Streifen abhoben. Es folgt eine 5 mm breite un. 
gefarbte Knochenpartie, die im U.V.-Licht fahlblau leuchtet uni 
auf diese wieder ein intensiv rot fluorescierender Ring von 1 mm 
Breite, der gegen die Markhéhle zu an Inter. 
sitiit abnimmt. Die darauf folgende farblose 
— unter der Analysenlampe fahlblaue — Zone 
i ist unterbrochen von einem diinnen rot fluores- 

Bim zierenden Streifen und an der Wand der Mark- 
aoece a ionauecechuittes, LOble ist etwa 2mm breit nur geringe rosa 
(Rdhrenknochen Vor- F'luorescenz zu beobachten,an der beschriebenen 
vam Stelle betrug die Dicke des Knochens 13 mn, 

Im Knochenlingsschnitt ist diese streifenweise Ablagerung des Far)- 
stofis in der ganzen Liinge des Réhrenknochens deutlich zu sehen”, 

Die Spongiosa der platten Knochen, wie Schulterblatt und Rippe. 
sind nach makroskopischer Beobachtung gleichmiBig angefirbt. 

Eine Deutung dieses Befundes ist hier nicht beabsichtigt, 
auch kann sie nicht von rein chemischer Seite erfolgen. Unsere 
Beobachtung, die unserem Wissen nach in dieser Deutlichkeit 
bei Ochronosefillen noch nicht gemacht wurde, scheint uns aber 
nicht nur fiir die chemische Frage der Porphyrinablagerung im 
Knochen, sondern auch fiir die medizinische Beurteilung des 
Krankheitsverlaufs wihrend des Heranwachsens des Tieres neu und 
nicht ohne Bedeutung zu sein. Wir miéchten in diesem Zusammen- 
hang an die Arbeiten von Frinkel') und Hammer?) erinnern, die 
bei Untersuchungen iiber experimentelle Porphyrie bei Dauer- 
injektionen und bei Versuchen mit Unterbrechung der Ein- 
spritzungen feinstreifige Anordnung der Porphyrinablagerung im 
Knochen beobachtet haben. 





*) Behandlung mit Glycerin-Ammoniak (Borst-Kénigsdérfer) dnderte 
nichts an dem Befunde. 
‘) Virchows Archiv 248 (1924). *) Virchows Archiv 277 (1930). 
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Beitrag zur Kenntnis des Verhaltens racemischer Aminosduren 
im tierischen Organismus. 


Von 


Emil Abderhalden und Ernst Tetzner. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln 
der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften.) 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. 8.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Januar 1935.) 


Hans Adolf Krebs?) hat bei Versuchen iiber die Des- 
aminierung von Aminosiiuren durch Organe gefunden, daf die 
Niere der Ratte Aminosiiuren der d-Reihe {d(—)-Alanin, d(—)-Valin, 
d(+)-Leucin, d(+)-Phenylalanin und d(-+)-Histidin] 10—20 mal 
schneller desaminiert als die entsprechenden Verbindungen der 
|-Reihe. Nach den bisher in der Literatur vorliegenden Beob- 
achtungen kommt es nach Verfiitterung von racemischen Amino- 
siuren zur Ausscheidung von mehr oder weniger groBen Mengen 
jener optisch-aktiven Komponente, die in der Natur nicht vor- 
kommt. Eigene reiche Erfahrungen auf diesem Gebiete haben 
jurchweg dieselbe Beobachtung gezeitigt. Angesichts der Mit- 
tellung von Krebs erschien uns eine Wiederholung der Fiitterungs- 
versuche notwendig. Wir verabreichten Ratten, Kaninchen, 
Hunden und Menschen d,l-Alanin. 

Teils gingen wir dabei vom Stickstoffgleichgewicht aus und verfolgten 
den EinfluB einer bestimmten Menge von d,l-Alanin auf die Ausscheidung 
des Gesamtstickstoffs und des Aminostickstoffs durch die Nieren; ferner 
wurde der Gehalt des Harns vor und nach der Zufuhr von d,l-Alanin an 
Milchsiure®) verfolgt, endlich wurde die ausgeschiedene Aminosiiure isoliert, 
ind zwar nach zwei Methoden. In dem einen Fall wurde der Harn nach 
Millung mit Bleiacetat und Entbleiung im Vakuum zur Trockne verdampft, 
der Riickstand in Wasser aufgenommen und in bekannter Weise mit 6-Naph- 


thalinsulfochlorid gekuppelt. In besonderen Versuchen wurde festgestellt, 
wie groB die Ausbeute bei bekanntem Gehalt von Harn an d,l-Alanin und 


') Diese Z. 217, 191 (1983). 
*) Thre Menge stieg nach Alaninzufuhr an. Es wird auf die Wieder- 
gabe der Protokolle verzichtet, weil sie nichts Neues bringen. 
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d(—)- bzw. 1(+)-Alanin ist. Wihrend bei der racemischen Verbindung jy, 


giinstigsten Falle die Ausbeute bis zu 92°/, betragen kann, ist sie bei Ap. 


wendung der optisch-aktiven Form etwas geringer. Es liegt dies daray, 
daB #-Naphthalinsulfo-d,l-alanin sehr leicht in Krystallform zu erhalten ig. 
wihrend $-Naphthalinsulfo-l- und -d-alanin unter den obwaltenden Versuch. 
bedingungen nicht ohne weiteres krystallisieren. Am zweckmiBigsten erwie; 
sich das Umkrystallisieren aus Wasser. Feine, zumeist zu Biischeln yer. 
wachsene Nidelehen. Wir wandten ferner die Estermethode an. Auch hie; 
wurde der Harn zuniichst mit Bleiacetat behandelt und das Blei wiede; 
entfernt. Das Filtrat vom Bleisulfid ]éBt sich ohne jegliches Schiiume 
unter vermindertem Druck eindampfen. Der Riickstand wurde in bekannte 
Weise mit Alkohol und gasférmiger Salzsiiure verestert. Die Verestering 
wurde dreimal wiederholt, der gebildete Ester in Freiheit gesetzt, in Athe: 
iufgenommen und der Ather bei niedriger Temperatur verdampft, nachden 
schon vorher Wasser zugesetzt worden war. Die wibrige Lisung wurde 
dann direkt durch Kochen am RiickfluBkiibler verseift. Es wurde so die 
Destillation des Esters vermieden. Die zur Trockne verdampfte Amino- 
-iurelésung wurde mit Ather ausgezogen. Man erhiilt dann nach Lisen 
des in Ather unldslichen Anteils in wenig heiBem Wasser, Behandeln mit 
Tierkohle und Eintropfenlassen des Filtrats in absoluten Alkohol sofort ganz 
reines d(—)-Alanin. Die Ausbeute entsprach etwa der bei Anwendung von 
(-Naphthalinsulfochlorid erhaltenen. Zur Identifizierung wurde sowohl dic 
?-Naphthalinsulfoverbindung als das Alanin selbst analysiert; ferner wurden 
der Schmelzpunkt und das optische Verhalten bestimmt. 

Es sei hervorgehoben, daB die einzelnen Versuche mehrfact: 
durchgefiihrt sind. Der Raumersparnis wegen sind nur einzelne 
Beispiele unten angefiihrt. Von Interesse ist, dal} sowohl bei 
Tieren als auch beim Menschen ganz erhebliche Unterschiede iu 
quantitativer Hinsicht gefunden wurden, wiihrend in Hinsicht au 
die gestellte Fragestellung nach dem Verhalten von 1(+)- und 
d(—)-Alanin im tierischen Organismus eine einheitliche Antwort 
erhalten wurde. Zur Ausscheidung kam die in der Natur nicht 
vorkommende d(—)-Komponente. Das Drehungsvermégen 
der isolierten #-Naphthalinsulfoverbindung und des d(—)-Alanins 
war vereinzelt etwas niedriger, als der reinen optisch-aktiven Ver- 
bindung entspricht. Es ist méglich, daB etwas Racemkérper zu 
Ausscheidung gekommen war. Wabhrscheinlicher erscheint un» 
jedoch, da bei der Aufarbeitung ein Teil des optisch-aktiveu 
Alanins racemisiert worden ist. Das Ergebnis des Fiitterungs- 
versuches steht somit nicht im Einklang mit der oben mitgeteilten 
Beobachtung von Krebs. Besteht diese zu Recht, dann zeigt e 
sich, daB Versuche an isolierten Organen und Organteilen zu 
anderen Ergebnissen fiihren als der Versuch am ganzen Organismus. 
In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung, daB 1(+)-Arginin voi 
isolierter Arginase aufgespalten wird, wiihrend die d(—)-Komponente 
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ynangegriffen bleibt’), bei der Durchleitung durch die Leber jedoch 
beide optisch-aktiven Formen zur Aufspaltung kommen?), von 
sroBem Interesse. Da immer nur ein Teil des im verfiitterten 
dJ-Alanins enthaltenen d(—)-Alanins zur Ausscheidung kam, mu 
der Rest der in der Natur nicht vorkommenden Aminosdure im 
Organismns umgesetzt worden sein, d.h., es beschriinkt sich der 
Abbau von Aminosiiuren nicht in streng spezifischer Weise auf 
jene Konfiguration, die der 1-Reihe entspricht. Diese Feststellung 
jst an und fiir sich sehr wichtig. Vielleicht liegt in diesem Befund 
en Fingerzeig dafiir, daB Desaminierungsvorgiinge nicht an 
Fermentkomplexe der gewoéhnlichen Art gebunden sind, vielmehr 
Katalysatoren in Tiitigkeit treten, die jenen nahestehen, die auch 
im Reagenzglas zu Desaminierungen fiihren. Vielleicht erklirt sich 
so der nicht an eine bestimmte Konfiguration gebundene Abbau 
von Aminosiuren. Man kann auch an einen Konfigurationswechsel 
denken, jedoch haben wir dafiir keine Anhaltspunkte. In diesem 
Zusammenhang sei auf Versuche hingewiesen, die zum Ziel hatten, 
zu prifen, ob Aminosiuren der l- und d-Reihe sich in bezug auf 
bestimmte physiologische Wirkungen gleich verhalten. So wird 
vom d,l-Lysin berichtet, daB es in bezug auf die Anregung des 
Wachstums nur halb so wirksam sei als die der |-Reihe ent- 
sprechende Form’). Beim Methionin wurde ein solcher Unter- 
schied nicht festgestellt*), wihrend beim Cystin wiederum eine 
Uberlegenheit der 1-Form nachgewiesen werden konnte*), Beim 
Tryptophan®) wird kein Unterschied angegeben, wihrend beim 
—)-Histidin’) eine stiirkere Wirkung auf das Wachstum beob- 
achtet wurde, verglichen mit derjenigen der optischen Antipode. 
Von Untersuchungen iiber das Abbauvermégen des tierischen 
Organismus gegeniiber Aminosiiuren der d- und |-Reihe sei er- 
wihnt, daB der Hundeorganismus d-Leucin abbauen kann‘), auch 


O. Riesser, Diese Z. 49, 210 (1906). 
K. Felix u. K. Morinaka, Diese Z. 132, 152 (1924). 
D. A. Me Ginty, H. B. Lewis u. C.S. Marvel, J. of biol. Chem. 62, 
4/25); C. P. Berg u. J. L. Dalton, Proc. Soc. exper. Biol. a. Meth. 31, 
109 (1934). 
4) R. W. Jackson u. R. J. Block, J. of biol. Chem. 98, 465 (1932). 
5) V. du Vigneaud, R. Dorfmann u. H.S. Loring, J. of biol. Chem. 
98, 577 (1932). , 
6) C. P. Berg u. N. Potgieter, J. of biol. Chem. 94, 661 (1931/32); 
V.duVigneaud, R.R.Sealock u. Van Etten, J.of biol. Chem. 98, 565 (1932). 
’) G. J. Cox u. C. P. Berg, J. of biol. Chem. 107, 497 (1934). 
5) Emil Abderhalden u. F. Samuely, Diese Z. 42, 346 (1906). 
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d(—)-Alanin kommt zum Abbauw), das gleiche gilt von d-Histidin2 | 
M. Plaut und H. Reese fanden, daB der Mensch bei der Kip. f 
nahme von d,l-Alanin mehr Alanin im Harn ausscheidet ai f 


der Hund. 

Anhangsweise sei erwihnt, daf Tauben von etwa 300 }j 
400 g Gewicht nach intramuskulirer Kinspritzung von 5 cen 
10°/, iger d,l-Alaninlésung, wie aus dem unten angegebenen 
Protokoll hervorgeht, schwere Erscheinungen zeigen. Das gleiche 
ist der Fall, wenn d(—)-Alanin in der gleichen Menge und de: 
gleichen Konzentration zugefiihrt wird, wihrend bei Verwendung 
von 1(+-)-Alanin keine besonderen Erscheinungen auftreten. In 
Kloakeninhalt laBt sich bei Zufuhr von d,l- und von d(—)-Alanin 
d(—)-Alanin nachweisen, wihrend bei Verabreichung von l(+-)-Alanin 
keine Aminoséure zur Ausscheidung kommt. Diese in zahlreichen 
Versuchen erhobenen Befunde zeigen, daB das Verschwinden von 
d(—)-Alanin im Organismus (es wurde nur ein kleiner Teil der 
zugefiihrten unnatiirlichen Aminosiiure im Kloakeninhalt wieder- 
gefunden) nicht bedeutet, daB es fiir diesen die gleiche Bedeutung 
hat wie die 1-Komponente. Es wird von Interesse sein, herans- 
zubekommen, worauf die schidigende Wirkung des d(—)-Alanins 
beruht. Der Versuch, die nach Zufuhr von d,l- bzw. d(—)-Alanin 
auftretenden Erscheinungen mittels Hefeextraktes bzw. Oryzanins 
zu beeinflussen, hatte kein sicheres Ergebnis. Wurden nur 5 ccm 
einer 5°/, igen d,l-Alaninlésung eingespritzt, dann waren die Er- 
scheinungen geringfiigiger, und nur bei der Wiederholung der 
Zufuhr (1—2 Stunden nach der ersten Injektion) stiirker ausgepriigt. 
Von Interesse ist, daB nach intramuskulirer Zufuhr von 10 cem 
einer 5°/, igen Traubenzuckerlésung ganz ihnliche Erscheinungen 
auftreten kénnen (Schwiche, unsicherer Gang, beschleunigte Atmung. 
Temperaturabfall). Bei Kinspritzung von 5 ccm einer 5°/, igen 
Traubenzuckerlésung waren die Erscheinungen geringfigiger und 
erst bei Wiederholung nach kurzer Zeit ausgesprochener, Zum 
Vergleich spritzten wir wiederholt 5 ccm einer 10°/, igen Koch- 
salzlésung ein, ohne daf jedoch besondere Erscheinungen zu beob- 
achten waren. Auch Ratten zeigen bei Zufuhr griferer Mengen 


) Emil Abderhalden u. A. Schittenhelm, Diese Z. 151, 323 (1907): 
Emil Abderhbalden u. K. Franke, Fermentforschg. 10, 39 (1929). 

*) Emil Abderhalden u. 8S. Buadze, Diese Z. 200, 87 (1931). Er- 
wihnt sei, daB M. Konishi [Diese Z. 143, 189 (1925)] angibt, daB nur 
1-Histidin beim Hunde Urocaninsiiure liefert. Das bedeutet, daB die d-Form 
offenbar in anderer Weise als die 1-Form zum Abbau kommt. 
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yon d,l-Alanin schwere Stérungen; zum Teil gehen sie ein. Von 
Interesse ist, daB Konishi (a. a.0., 8.191) angibt, daB vom Hund 
die Injektion von d-Histidin schlecht vertragen wurde. Das Tier 
yerlor den Appetit, es wurde aufgeregt und unruhig. ‘Diese Er- 
fahrungen fiihren zu der Forderung, bei der Priifung der bio- 
logischen Wertigkeit von Aminosiiuren von solchen der 1-Reihe 
auszugehen, d,l-Verbindungen sind zu vermeiden. Gewib sind 
manche Widerspriiche, die bei gleichartigen Fiitterungsversuchen 
aufgetreten sind, auf die Art der verwendeten Aminosiiuren zu- 
riickzufiihren, ganz abgesehen davon, daf& manche dieser Versuche 
wegen ihrer Kurztristigkeit als unzureichend gekennzeichnet sind. 


1. Versuche an Tauben.!) 


Nahrung normal. 1. Intramuskulare Einspritzung von 1(-+-)-Alanin. 
\1. 10. 34. Koérpergew. 332 g, Temp. 40,2°. 9!* Uhr Einspritzung von 5 eem 
10°/,iger 1(+)-Alaninlésung. 107° Uhr Temp. 39,5°. Die Taube zeigt un- 
veriindertes Befinden. 13° Uhr Temp. 40,2% 15*° Uhr Temp. 40,5° — 
i2. 10. 34. Kérpergew. 326 g, Temp. 40,5°, es zeigte sich im Verhalten des 
Tieres kein EinfluB der parenteralen Zufuhr des 1-Alanins. 


2. Intramuskulare Einspritzung von d,l-Alanin. 10. 10. 34. Kérper- 
gewicht 331 g, Temp. 40,1°. 11° Uhr Einspritzung von 5cem 10 °/,iger 
d,l-Alaninlésung. 1147 Uhr die Taube zeigt unsicheren Gang. 12°! Uhr 
Temp. 36,5°. Das Tier stiirzt beim Gehen, groBe Ataxie. Die Taube bleibt 
am Boden liegen, sie atmet miihsam. 15°° Uhr Temp. 36%. Die Taube 
liegt im erschépften Zustand am Boden, die Fliigel hingen schlaff herab. 
Das Tier kann sich nicht mehr erheben. Atmung stark beschleunigt und 
unregelmiBig. 16 Uhr der Zustand hat sich nicht verindert. 17*? Uhr 
Temperatur bei unveriindertem Zustand 35,8° 19°° Uhr Temp. 35,8°, Zu- 
stand unveriindert. — 11. 10. 34. K6rpergew. 313 g, Temp. 39°. Das Tier 
hat sich erholt, es sitzt auf der Stange. 


3. Intramuskulare Einspritzung von d(—)-Alanin. 11. 10. 34. 
Kérpergew. 430 g, Temp. 40°. 9'° Uhr Einspritzung von 5 ccm 10 °/,iger 
d(—)-Alaninlésung. 10'! Uhr unsicherer Gang, das Thier stiirzt oft hin. 
10° Uhr Temp. 38,5 °, beim Gehen fillt das Tier vorniiber. Die Fliigel hingen 
schlaff herab. 10° Uhr: das Tier liegt erschépft am Boden, es kann sich 
nicht mehr erheben; stark beschleunigte, unregelmibige Atmung. 11** Uhr 
Temp. 36,5°. 18 Uhr Temp. 34% 15°° Uhr Temp. 32°. Wéhrend dieser 
ganzen Beobachtungszeit bleibt der Zustand unveriindert. Das Tier liegt 
mit geschlossenen Augen am Boden, die Atmung ist unregelmiBig und 
zuletzt verlangsamt. Man hat den Eindruck, daf die Taube eingehen wird. 
Sie atmet schlieBlich nur noch stoBweise und scheint bewuBtlos zu sein. — 
12.10. 34. Kérpergew. 338 g, Temp. 39,8°. Das Tier hat sich erholt, die 
Atmung ist wieder gleichmiibig. 


') Je ein Beispiel aus mehreren, gleichsinnig verlaufenen Versuchen. 
6 * 
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86 E. Abderhalden u. E. Tetzner, Verhalten rac. Aminosiuren usy. 


4. Intramuskulire Einspritzung von 10 ccm einer 5°, igen 
Traubenzuckerlosung. 11.10. 34. Kérpergew. 368 g, Temp. 40°. 9° Uh; 
intramuskulére Einspritzung von 10 ccm einer 5°/,igen Traubenzucker. 
lésung. 10°° Uhr Temp. 38,2° Das Tier zeigt einen etwas unsichere, 
Gang. 11‘° Uhr Atmung unregelmiibig, starke Ataxie. 13 Uhr Temp. 37,2" 
Atmung unregelmiBig, Zunahme der Unsicherheit im Gehen, stiirzt leicht 
hin. 15'° Uhr Temp. 38° Das Gehen ist immer noch ataktisch. 19 Uhr 
Temp. 39°. Das Tier hat sich erholt und sitzt wieder auf der Stange. 

In anderen Fallen nahm die Schwiiche derart zu, daB die Tiere mit 
herabhingenden Fliigeln ganz erschépft am Boden lagen und auBerstande 
waren, sich zu erheben. 


Zusammenfassung. 


Bei der Zufuhr von d,l-Alanin erscheint im Harn d(—)-Alanin. 
Ks gilt dies auch fiir die Ratte. Krebs hat im Gegensatz dazu 
beobachtet, daB die Niere dieses Tieres die d-Komponente rascher 
desaminiert als die 1-Komponente. 

d(—)-Alanin bewirkt nach parenteraler Zufuhr Stérungen. 
Sie treten insbesondere stark bei Verwendung von Tauben in Er. 
scheinung. Es wird auf Grund der Feststellung, daB auch andere 
Aminosiuren der d-Reihe (z. B. Histidin) das Befinden der Tiere 
beeinflussen, gefordert, daB beim Studium der biologischen Wertig- 
keit von Aminosiuren ausschlieBlich von solchen der 1-Reike aus- 
gegangen wird. 
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Zur Kenntnis der Gallensaduren. 
XLV. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Februar 1935.) 


Einige erganzende, auf Hydroxamsduren der Cholsaurereihe 
beziigliche Beobachtungen. 


im AnschluB an die in der letzten Veréffentlichung') mit- 
geteilten Reaktionen sind verschiedene Versuche ausgefiihrt worden, 
in der Absicht, noch strittige Fragen nach Méglichkeit zu klaren. 

Die in der letzten Mitteilung beschriebene Hydroxylamin- 
yerbindung der Dioximinohydroxamsiure I war als Hydroxyl- 
ammoniumsalz aufgefaBt worden, weil sie eine locker gebundene 
Hydroxylamingruppe enthalt und aus diesem Grunde Fehling- 
sche Lésung von Raumtemperatur sofort reduziert. Fir die Kon- 
stitution der Hydroxylaminverbindung kommen indessen auch 
noch andere Méglichkeiten in Betracht; es kénnte sich bei dem 
Kérper um ein Hydroxamoxim [R—C(: NOH)- NHOH}] handeln, in 
diesem Falle miBte die Formel natiirlich um die Bestandteile 
eines Molekiils Wasser ‘irmer sein als die des Hydroxylammonium- 
salzes. Es kinnte aber auch, was wahrscheinlicher ist, ein Hydr- 
oxamoximhydrat [R—C(NHOH),OH}] vorliegen. 

Kin Hydroxamoxim, das Benzenyloxyamidoxim, C,H,-C(: NOH)-NHOH, 
ist zuerst von H. Ley?) beschrieben worden. Hydroxamoximhydrate hat 
zuerst Th. Posner’) untersucht. Posner stellte fest, daB Zimtsiiureester 
und verwandte Verbindungen unter geeigneten Bedingungen mit 3 Molekiilen 
Hydroxylamin in Reaktion treten: ein Molekiil wird an die Doppelbindung 
angelagert, ein zweites ersetzt die Alkoxylgruppe, wihrend das dritte sich 
an die entstandene Hydroxamsiuregruppe addiert: C,H,-CH : CH-COO Alk 
+ 3NH,-OH = C,H, CH(NHOH)-CH,-C (NHOH),OH + AIkKOH. Auch 
A. Riedel und E. Schulz‘) haben einzelne hierhingehérige K6rper her- 


*) Diese Z. 230, 199 (1934). *) Ber. chem. Ges. 31, 2126 (1898). 
*) Ber. chem. Ges. 40, 219, 220 (1907). 4) Liebigs Ann. 367, 14 (1909). 
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gestellt, die sie aber im Gegensatz zu Posner als Salze auffaBtey, 


Th. Posner und K. Rohde’) machten es dann wahrscheinlich, daB es sic} 


auch in diesen Fallen um Hydroxamoximhydrate handelt. 


Die von mir beschriebene Hydroxylaminverbindung der Siure] § 


ist zu wiederholten Malen bereitet und gepriift worden. Dabej 
hat sich ergeben, daB trotz anscheinend identischer Versuchs. 
bedingungen die Praparate eine wechselnde Zusammensetzung 
aufwiesen, was seinen Grund in der verhiltnismiBig geringe; 
Bestandigkeit der Hydroxylaminverbindung hat. Wahrend das in 
der letzten Mitteilung erwihnte Priparat nach dem Umkrystalli- 
sieren aus 70°/,igem Alkohol einen Stickstoffwert von 10,10 bzv, 
9,97°/, zeigte (fiir das Hydroxylammoniumsalz berechnet: 10,60°) | 
gab ein anderes Produkt, das nicht umkrystallisiert worden war. 
nur 9,52 bzw. 9,51°/, N (vgl. unten) und aus den analytischen 
Daten mu8te der SchluB gezogen werden, daB in diesem Produkt 
ein Gemisch der freien Dioximinohydroxamsiure C,,H,,N,O, mit 
dem Hydroxylammoniumsalz bzw. Hydroxamoximhydrat im HN 4, 
oder, was aber aus anderen Griinden weniger wahrscheinlich ist, 
mit dem Hydroxamoxim ©,,H,.N,O, vorlag. 


Aus der DioximinohydroxamsiiureI entsteht durch Beckmann. 
sche Umlagerung die Oximinolactamhydroxamsiure IT?). Es ist ver- 
sucht worden, auch von dieser Siiure eine Hydroxylaminverbin- 
dung herzustellen. In der Tat erhielt man in 2 Versuchen ein 
Praparat, das Fehlingsche Lisung direkt reduzierte; bei dem 
einen Versuch wurde das gewonnene Produkt aus 70°/,igem 
Alkohol umkrystallisiert, die Reaktion mit Fehlingscher Lésung 
war jetzt nur noch sehr schwach. Bei einem dritten unter an- 
naihernd gleichen Bedingungen angestellten Versuch zeigte sich 
die erhaltene Probe gegen Fehlingsche Lésung indifferent und 
die Analyse wies darauf hin, daf es sich um unverinderte Saure I 
handelte. Die Hydroxylaminverbindung der Saure II scheint also 
ganz wesentlich leichter zersetzlich zu sein als die der Siure I. 
Méglich, daB man unter anderen Bedingungen (freies Hydroxy)- 
amin, Ausschlu8 von Wasser) aus den Siuren I und II einheitliche 
Hydroxylaminverbindungen herstellen kann; derartige Versuche 
sollen bei Gelegenheit ausgefiihrt werden. 

Wie in der letzten Mitteilung hervorgehoben, gibt die Hydi- 
oxylaminverbindung der Dioximinohydroxamsidure I mit Salpeter- 
saure die Nitrosoverbindung III, die sich ohne Schwierigkeit im 


*) Ber. chem. Ges. 42, 2787, 2788 (1909). *) Diese Z. 226, 51 (1934 
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;rystallisierten Zustand erhalten lit. Dagegen lieferte die freie 
Dioximinohydroxamsiure I unter den gleichen Bedingungen einen 
Nitrosokérper, der bei dem Versuch, ihn umzukrystallisieren als 
gallertige Masse, sich ausschied, wihrend die charakteristischen 
langen Nadeln der Verbindung IIT entweder iiberhaupt nicht oder 
nur in fuBerst bescheidener Menge auftraten. Auch wenn die 
Dioximinohydroxamsaure tiber ihre Hydroxylaminverbindung ge- 
reinigt worden war, verhielt sie sich bei der Oxydation mit 
Salpetersiiure nicht wesentlich anders, d. h. auch dann schied sich 
die Nitrosoverbindung aus 60°/,iger Essigsiiure in der Hauptsache 
flockig-gallertig aus. Bei oftmaliger Wiederholung der Versuche 
hat sich jetzt feststellen lassen, daB im letzteren Falle bei langerem 
Stehen (8—14 Tage und linger) doch eine allmihliche, mehr oder 
weniger vollstindige Umwandlung der gallertigen in die krystalline 
Form sich vollzieht. Daf vorhergehendes einstiindiges Erwiirmen 
auf dem Wasserbad diese Umwandlung begiinstigt, ist nicht aus- 
geschlossen. Ks hat den Anschein, als ob das gallertige Produkt nicht 
eine besondere, riumlich-isomere Modifikation der krystallinen Ver- 


a bindung darstellt, woran man auch hitte denken kénnen, es scheint 


vielmehr die gallertige Beschaffenheit durch eine Verunreinigung be- 
dingt zusein. Dabei hingt es offenbar von Zufilligkeiten ab, ob diese 
Verunreinigung in geringerer oder etwas gréBerer Menge sich 
bildet und demgemiS die Umwandlung in die krystalline Ver- 
bindung mehr oder weniger vollstindig erfolgt. Bei der EKin- 
wirkung von Salpetersiure auf die Hydroxylaminverbindung der 
Siure I tritt diese Verunreinigung nicht auf oder macht sich 
wenigstens nicht bemerkbar, auch dann nicht, wenn die Hydr- 
oxylaminverbindung mit einer etwas gréBeren Menge freier Saiure 
vermischt ist (vgl. oben). Will man den gallertig sich ausschei- 
denden Nitrosokérper glatt in den krystallinen iiberfiihren, so 
kann dies auf einem indirekten Wege geschehen, indem man den 
ersteren mit Zinkstaub und Hisessig reduziert, wobei offenbar das 
friher schon beschriebene 7-Monoxim der Biliansaure entsteht, 
und das Reduktionsprodukt von neuem mit Salpetersiiure be- 


_ handelt; die nunmehr erhaltene Nitrosoverbindung krystallisiert 
- aus 60°/,iger Essigsiure sofort. 


Bei friiherer Gelegenheit!) ist darauf hingewiesen worden, 
da8 die Oximinoketohydroxamsiure C,,H,,N,O, (Formel wie I, 
aber an Stelle der Ketoximgruppe des Ringes C eine Ketogruppe) 


1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 183, 95 ff. (1929). 
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durch heiBe Salzsiure unter milderen Bedingungen in die Diketo. § 


hydroxamsiure C,,H,,NO, (Formel wie I, aber an Stelle de 


beiden Ketoximgruppen Ketogruppen) iibergeht, wahrend die Hydr. § 
oxamsduregruppe erst bei energischer Kinwirkung der Salzsiur & 
hydrolysiert wird. Von der Dioximinohydroxamsiure I war 1 


erwarten, daB sie bei kurzdauernder Kinwirkung heiBer Salzsiur 
die beiden Ketoximgruppen, und zwar gleichzeitig, verlieren uni 
also auch die Diketohydroxamsiure C,,H,,NO, liefern  wiirde 
Das ist in der Tat der Fall (vgl. Versuch 4). Ob eine getrennte, 
stufenweise Hydrolyse der beiden Ketoximgruppen sich verwirk. 
lichen laBt (etwa bei verschiedenem p,,), ist noch nicht unter. 
sucht worden. 


Von der Nitroketohydroxamsiure IV ist friiher') berichtet 
worden, daB sie beim einstiindigen Kochen mit 20°/,iger Salz. 
siure kaum angegriffen wird, was seine Ursache in dem Umstand 
haben diirfte, daB der Kérper von der Salzsiiure anscheinend 
iiberhaupt nicht, oder nur in minimalem Umfange gelést wird 
Durch Oximieren der Siiure IV und Umlagerung des Oxims er. 
halt man eine Nitrolactamhydroxamsiure C,,H,.N,O,, dere 
Strukturformel sich von IV dadurch unterscheidet, daB sie a 
Stelle des Ketoringes C einen Lactamring (wie in Formel IT und Y 
besitzt*). Es war von Interesse, festzustellen, ob auch in de 
Nitrolactamhydroxamsiure Nitro- und Hydroxamsiuregruppe gegen 
heiBe Salzsiure bestiindig sind, in diesem Falle war mit der 
Bildung der entsprechenden Aminosiiure (durch Aufspaltung des 
Lactamringes) zu rechnen. Es zeigte sich indessen, daf, soweit 
sich iiberhaupt etwas Krystallinisches bei dem Spaltungsversucl 
gewinnen lieB, nur die Ketolactamtricarbonsiiure V zu isolierer 
war. Es sind also bei der Nitrolactamhydroxamsiure, die im 
Gegensatz zur Saiure IV von Salzsiure gelést wird, Nitro- und 
Hydroxamsiuregruppe angegriffen worden, noch bevor eine Au- 
spaltung des Lactamringes erfolgte. 


LaBt man auf die Nitroketohydroxamsiure IV sodaalkalische 
Kaliumpermanganatlésung bei gewéhnlicher Temperatur einwirken, 
so entsteht neben Biliansiure ein Produkt, dem die Formel C,,H,,NO, 
zukommt. Seine Konstitution ist noch nicht vollstandig geklirt. 
Formel VI, die der friiher*) gegebenen iihnlich ist, soll daher nur 


) M. Schenck u. H. Kirchhoff, Diese Z. 181, 191 (1929). 
*) Diese Z. 223, 264, 265 (1934). 
*) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 191, 93 (1980). 
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mit Vorbehalt aufgestellt werden. Um fiir die Beurteilung der 
Festigkeit der Bindungen am C-Atom 7 einen Anhalt zu ge- 


'winnen, wurde der Kérper VI oximiert. Wie friiher gezeigt 
worden ist, laBt sich die Nitroketohydroxamsiure IV oximieren, 
' ohne daB die Nitrogruppe in Mitleidenschaft gezogen wird. Die 


der Siure IV nahe verwandte Nitroketotricarbonsiure C,,H,,NO,, 


| die sich von IV nur dadurch unterscheidet, daB sie an Stelle 
— der Hydroxamsiuregruppe eine Carboxylgruppe triigt, geht da- 
' gegen bei der Oximierung glatt in Biliansiure-dioxim iiber, d. h. 
| es reagiert in diesem Falle auch die Nitrogruppe mit Hydroxyl- 
amin. Die Bestindigkeit der Nitrogruppe in der Nitroketohydr- 


oxamsiure [V war ja auch mit ein Grund fiir die Annahme, 


_daB hier wohl Nitro- und Hydroxamsiuregruppe sich gegen- 
| seitig fixieren (vgl. die letzte Mitteilung'). Verbindung VI liefert 
nun bei der Oximierung Biliansiiure-dioxim, allerdings nicht so 
| glatt und schnell wie die Nitroketotricarbonsiiure C,,H,,NO,, steht 
also hinsichtlich der Festigkeit der Bindungen am C-Atom 7 in 
der Mitte zwischen der Nitroketotricarbonsiure und der Nitro- 
 ketohydroxamsiure. Ubrigens scheint aus VI neben Biliansiiure- 
| dioxim noch ein anderes Oxim zu entstehen; es soll versucht 
_ werden, ob sich ein solches zweites Oxim unter geeigneten Be- 
| dingungen isolieren 1laBt. 


SchlieBlich sei noch nachgetragen, daB alle 8 in der letzten 


 Mitteilung*) angefiihrten Hydroxamsiuren auBer der Kisenreaktion 
| auch die zweite fir Hydroxamsiuren gewdéhnlich angegebene 
_ Reaktion, Fallbarkeit durch Kupferacetat, geben. Auf diese 
| grinen oder blauen Kupferfillungen, die sich beim Versetzen der 
 neutralisierten bzw. ganz schwach essigsauren Liésungen der Hydr- 
 oxamsiiuren mit waBriger Kupferacetatliésung bilden, ist indessen 


aus dem Grunde weniger Wert gelegt worden, weil auch andere 


' verwandte Verbindungen, die keine Hydroxamsiuregruppe ent- 


 halten, wie z. B. die Oximinoaminotetracarbonsiure C,,H,,N,O, °), 





solche Fallungen liefern. 


In den Formeln bedeutet die Klammer, da sich hier der 


| Rest C,H,,-COOH anschlieBt. Wegen der Beziehungen der 
| Hydroxamsiuregruppe zur Nitrogruppe in Formel IV vgl. die 


letzte Mitteilung»). 


‘') Diese Z. 230, 201, 202 (1934). 
*) a. a. O., S. 200, 201. 
*) Diese Z. 226, 49, 50 (1934). 
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Beschreibung der Versuche. 


1. Hydroxylaminverbindung der Dioximinohydroxamsaure I. 
Bereitung nach der letzten Mitteilung: RO-Produkt'). Fiir die Analyse 
wurden die Krystallblittchen benutzt, die sich bei der Oximierung nach 
dem Erkalten der Lésung allmihlich ausgeschieden hatten; sie wurden ab- 


| gesaugt und mit 70°/,igem Alkohol gewaschen, aber nicht umkrystallisiert. 
Die Analyse, die ich dem Physiologisch-chemischen Institut Leipzig verdanke, 
ergab, daB ein Gemisch vorlag (vgl. oben S. 88). 


4,314, 4,240 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 9,070, 8,940 mg CO,, 


(2,950, 2,930 mg H,O. — 4,874, 4,666 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 0,367 


23°, 748 mm), 0,389 (22°, 749 mm) ccm N. 


'CyHyN,O, Ber. © 58,15 H 7,58 N 8,48 
 CyHygN,Oz Ber. ,, 56,44 » 7,50 », 10,98 
CHyN«O, Ber. ,, 54,52 » 7,68 ', 10,60 

Gef. ,, 57,36, 57,52 » 1,65, 7,78 , 9,52, 9,51. 


Fiir die freie Dioximinohydroxamsiure, die aus der Hydroxylamin- 


; verbindung (RO-Produkt) bereitet und aus 40°/,igem Alkohol umkrystallisiert 


worden war (kleine Tafelchen), war als Zersetzungsp. 257° (unscharf) ge- 


‘funden worden’), wihrend man fiir die Dioximinohydroxamsiiure anderer 
 Herstellungsweise (erst Oximierung der Séure I, dann Reduktion des Oxims: 
'OR-Produkt) 270° (unscharf) beobachtet hatte*). Es ist schon darauf hin- 
-gewiesen worden, daB trotz des héheren Zersetzungspunktes die betreffende 
‘Substanz weniger rein als die vom Zersetzungsp. 257° gewesen sein diirfte. 
Das OR-Produkt wurde nun nach der letzten Mitteilung’) mit Hydroxylamin 
behandelt, d. h. in die Hydroxylaminverbindung des Kérpers I iibergefiihrt, 
diese Verbindung mit 10°/,iger Natronlauge von Raumtemperatur zusammen- 
'gebracht, wobei, wie beim RO-Produkt, eine fast farblose Lésung enitstand, 
'die Lésung nach einiger Zeit mit Salzsiure gefiillt und die Fillung aus 
-verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Man erhielt auf diese Weise kleine 
'Tifelchen, die ganz den obigen glichen und bei 259° (unscharf) sich zer- 
_ setzten. — Erwiihnt sei noch, daB die Hydroxylaminverbindung anscheinend 
‘durch heiBes Wasser (vielleicht auch schon durch Wasser von Raum- 


temperatur bei lingerer Einwirkung) zerlegt, d.h. in die freie Dioximino- 


hydroxamsiiure iibergefiihrt wird, sowie, dab die Eisenreaktion der Ver- 
bindung (in alkoholischer Lésung) dunkelrot ausfiaillt. 


2. Versuch, eine Hydroxylaminverbindung der Oximinolactam- 


hydroxamsaure herzustellen. Die Bereitung der Oximinolactamhydr- 
| oxamsiiure II ist in der vorletzten Mitteilung beschrieben worden‘). 0,5 g 
‘des Kérpers II wurden mit 1,5 g Hydroxylaminhydrochlorid, 14 ecm Alkohol 
(95°/,), wenig Wasser und 4 ccm 10°/,iger Natronlauge auf dem Dampfbad 
‘in Lésung gebracht und die Lésung dann 24 Stunden sich selbst tiberlassen. 
Die ausgeschiedene Krystallmasse wurde abgesaugt und mit 70°/,igem 


Alkohol gewaschen. Sie gab mit Fehlingscher Lésung bei gewéhnlicher 


‘Temperatur sofort eine deutliche Reaktion. Nach dem Umkrystallisieren 


—. 


1) a. a. O., S. 203, 204. 2) Diese Z. 226, 51 (1934). 


‘) a. a. O., S. 205. 
*) Diese Z. 226, 51 (1934); vgl. auch ebenda 230, 204 (1934). 
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aus 70°/,igem Alkohol fiel die Fehlingsche Probe aber nur noch seh, ff 


schwach positiv aus. Es wurden noch 2 Versuche unter dhnlichen 2. ff 
dingungen ausgefiihrt, bei dem einen gab das nicht umkrystallisierte Produj 


positive Fehlingsche Reaktion, bei dem zweiten aber trat keine Reduktio, 


ein und die Analyse sprach dafiir, daf unveriinderte Oximinolactamhy¢;. — 


oxamsiure vorlag. 
0,1091 g Subst. (bei 120° getr.): 7,9 cem N (15,5°, 749,7 mm). 
C,,H3,N,0, Ber. N_ 8,48 
C,H, NO Ber. ,, 10,60 Gef. N 8,45. 


3. Gallertige Nitrosoverbindung aus Dioximinohydroxamsaure | 
Herstellung der Dioximinohydroxamsiiure nach der 43. Mitteilung!). 0,5, 
des Priparates wurden mit 6 ccm Salpetersiiure (D. 1,4) zusammengebracht 
es trat unter Aufschiumen eine lebhafte Reaktion ein und es bildete sich ei 


blaugriine Lésung. Nach 20 Minuten gab man 100 cem Wasser hinzu wiff 


erzeugte hierdurch eine hellblaue Fiillung, die nach lingerem Stehen a}. 
gesaugt und mit Wasser gewaschen wurde. Beim Versuch, diese Fiilluy 
aus 60°/,iger Essigsiiure umzukrystallisieren, erhielt man eine hellblau: 
gallertige Masse. Reaktion mit Diphenylamin-Schwefelsiure dunkelblay, 
Bei der Analyse gab das gallertige Produkt denselben Stickstoffwert wie 
die krystalline Nitrosoverbindung III. 


0,1248 g Subst. (bei 115° getr.): 3,35 cem N (23°, 757,6 mm). 
C,,H,,NO, Ber. N 3,02 Gef. N 3,09. 


Bei einem anderen Versuch wurde die hellblaue, ausgewaschene Fj 
lung in Natronlauge gelést und die farblos bzw. hellgelb gewordene Lésun 
nach 45 Minuten mit Salzsiure gefillt. Die gelbliche Fillung gab nact 
dem Umkrystallisieren aus Wasser farblose Krystalle, die in ihren Eigen. 
schaften durchaus einem Priiparat notorischer Biliansiure glichen. 

Auf die verschiedenen, bereits oben erwiihnten Versuche, die gallertig: 
Nitrosoverbindung direkt in die krystallinische tiberzufiihren, soll hie 
nicht eingegangen werden, dagegen sei die indirekte Uberfiihrung be 
schrieben. Die in der oben skizzierten Weise aus 1 g Dioximinohydroxam- 
siiure erhaltene hellblaue, ausgewaschene Fiillung léste man heiB in 10 cen 
Eisessig und erhitzte die Lésung kurze Zeit mit 1g Zinkstaub. Die blau 
Farbe verschwand bald und machte einer Gelbfiirbung Platz. Vom Zink- 
staub wurde abgesaugt und das Filtrat mit 30 cem Wasser versetzt. Die 
entstandene Fiillung, in der offenbar das 7-Monoxim der Biliansiiure vorlag, 
war undeutlich krystallinisch und etwas gelb gefirbt. Sie wurde naci 
lingerem Stehen abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet (0,25 ¢.. 
Dann behandelte man sie, wie oben angegeben, mit Salpetersiiure usv. 
Die nunmebhr erhaltene hellblaue Fillung krystallisierte aus 60°’, iger Essig 
siure sofort in kurzen Prismen. Beim zweiten Umkrystallisieren resultierte 
die charakteristischen langen hellblauen Nadeln des Nitrosokérpers III. 

4. Diketohydroxamsaure C,,H,,NO, aus Dioximinohydroxam 
saure I. Eine Probe des auf §S. 93 erwiihnten Priparates (kleine Tiife: 
chen vom unscharfen Zersetzungsp. 259°) wurde in der gleichen Weis 


) Diese Z. 226, 51 (1984). 
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mit Salzsiiure usw. behandelt, wie friiher die Oximinoketohydroxamsiure 
C,,HsgN2O; behandelt worden war’). Das aus 30°/,iger Essigsiiure um- 
krystallisierte Reaktionsprodukt verhielt sich in seinen Eigenschaften genau 
so, wie das aus der Oximinoketohydroxamsiiure gewonnene Priiparat, be- 
stand also aus der Diketohydroxamsiiure C,,H,,NO, (Formel wie I, nur an 
Stelle der Ketoximgruppen Ketogruppen). 


5, Einwirkung von Salzsaure auf die Nitrolactamhydroxam- 
saure C,,H,,N,0,. Die Bereitung der Nitrolactamhydroxamsiure (iiber die 
Strukturformel vgl. oben S. 90) erfolgte nach der friiher gegebenen Vor- 
schrift?). 0,25 ¢ der Nitrolactamhydroxamsiiure wurden mit 10 cem 20°/,iger 
Salzsiiure 30 Minuten am RiickfluBkiihler gekocht. Es entstand eine braun- 
gefirbte Lésung, die nach dem Erkalten mit 40 cem Wasser verdiinnt, 
hierauf mit Natronlauge alkalisch und mit Essigsiiure schwach sauer gemacht 
wurde. Zusatz von wiBriger Kupferacetatlésung erzeugte eine schmutzig- 
griine Fillung, die nach dem Auswaschen mit Wasser in Wasser auf- 
geschwemmt und heif durch Schwefelwasserstoff zersetzt wurde. Das 
Filtrat vom Schwefelkupfer schied beim Einengen nichts aus, man brachte 


es zur Trockne, es lieB sich aber aus dem Riickstand nichts Brauchbares 


herausholen. — Bei einem anderen Versuch wurden 0,44 g der Nitrolactam- 
hydroxamsiiure mit 18 cem 20°/,iger Salzsiure 10 Minuten am RiickfluB- 


kihler gekocht. Die Fiirbung der Liésung war braun, wenn auch in etwas 


geringerem Grade als beim 30 Minutenversuch. Nach dem Erkalten gab 
man 18 eem Wasser hinzu, machte mit Natronlauge alkalisch und mit Salz- 


 siure schwach sauer und klirte die etwas triibe Fliissigkeit durch Filtrieren. 
| Nach 24 stiindigem Stehen hatten sich am Boden des GefiBes derbe, etwas 
_ braun gefirbte, miteinander verwachsene Krystalle in einer Menge von 
30mg ausgeschieden. Sie wurden aus Wasser umkrystallisiert. Beim Stehen 
| bildete sich ein braungefiirbter krystallinischer Klumpen, wiihrend in der 
_ tiberstehenden Fliissigkeit farblose Krystalle (Nadeln und vereinzelte kleine, 


derbe, gliinzende Formen) auftraten. Die farblosen Krystalle erwiesen sich 


' als identisch mit der Ketolactamtricarbonsiiure V, vor allem zeigten sie das 
_ charakteristische Verhalten dieser Siure*): beim Umkrystallisieren aus 
Wasser erschienen zuniichst die ,,Nadeln“, die sich bei tagelangem Stehen 


restlos in die ,,kleinen Krystalle“ umwandelten. — Das Filtrat von der 
9 J 


_ Krystallmasse, die sich aus der schwach salzsauren Lésung ausgeschieden 


hatte, wurde wieder alkalisch und hierauf schwach essigsauer gemacht und 


mit Kupferacetatlésung versetzt, die entstandene blaugriine, etwas grau- 


stichige Fillung in der iiblichen Weise mit Schwefelwasserstoff behandelt 


; und das Filtrat vom Schwefelkupfer stark konzentriert. Beim Erkalten trat 


zuniichst eine stiirkere Triibung auf, am niichsten Tag aber hatte sich eine 


_krystallinische Ausscheidung gebildet. Sie wurde aus Wasser umkrystalli- 
siert und lieferte so noch eine kleine Menge der Ketolactamtricarbonsiure V. 
| Das Filtrat von der Ausscheidung brachte man zur Trockne, aus dem Riick- 
stand war etwas Krystallinisches nicht mehr zu gewinnen. 


‘) Diese Z. 230, 205, 206 (1984). 
*) Diese Z. 223, 264 (1934). 
*’) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 176, 192, 193 (1928). 
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6. Oximierung der Verbindung C,,H,.NO,. 0,13 g¢ der nach friiherey 


Angaben’) hergestellten Verbindung VI wurden mit 0,4 g Hydroxylamin. 


hydrochlorid, 1,5 cem Wasser, 7 ccm Alkohol (95°/,) und 2 ccm Natronlauge 
(10°/,) eine Stunde lang auf dem Dampfbad erhitzt. Die Lésung blieb dabe; 
klar, nach 24 stiindigem Stehen aber hatte sie in geringer Menge kleine farb. 
lose Krystalldrusen ausgeschieden. Sie wurde nun noch eine weitere Stunde 
auf dem Dampfbad erhitzt, wobei die Drusen nicht oder nicht vollstiindig 
in Lésung gingen. Nach dem Erkalten erfolgte allmiblich eine reichlichere 
krystallinische Ausscheidung, die nach einiger Zeit abgesaugt (Filtrat A), 
mit Alkohol gewaschen und getrocknet wurde (0,07 g). Zersetzungsp. 255 
(unscharf), fiir Biliansiure-dioxim friiher gefunden 266° Zur weiteren 
Charakterisierung fiihrte man das Produkt unter den gleichen Bedingungen, 
wie friiher*) angegeben, durch Salpetersiiure in die Nitrosoverbindung II] 
tiber, die nach 2maligem Umkrystallisieren aus 60°/,iger Essigsiiure 
in den bekannten hellblanen, langen, diinnen Prismen resultierte. — 
Filtrat A wurde mit 20 cem Wasser und 5 ccm Essigsiure (10°/,) versetzt: 
die entstandene Fiallung war nach liingerem Stehen teilweise krystallin 
(Nadelbiischel), teilweise kérnig-gallertig. Sie wurde abgesaugt, mit Wasser 
gewaschen und mit Salpetersiiure (D. 1,4) behandelt. Es bildete sich auch 
hier eine blaugriine Lésung, deren Farbe aber nicht so intensiv war, wie 
oben bei dem Versuch mit der Substanz vom Zersetzungsp. 255° Beim 
Stehen verschwand die blaugriine Farbe allmihlich und machte einer Gelb- 
firbung Platz. Nach 24 Stunden hatte sich eine farblose Masse aus- 
geschieden, die teils gallertig, teils krystallinisch (Nadeln) war. In dem 
gallertigen Bestandteil lag vermutlich die Nitroverbindung C,,H,,NO,°) vor, 
iiber den krystallinen liBt sich eine Aussage noch nicht machen. 


Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft hat die 
vorliegende Untersuchung in sehr dankenswerter Weise durch Geldmittel 
unterstiitzt. 


1) Diese Z. 191, 93, 94 (1930). 2) Diese Z. 176, 194 (1928). 


3) Diese Z. 222, 131 (19883). 
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Notiz tiber das Verhalten von Sterinabkémmlingen 
gegeniiber Digitonin. 


Von 
E. Fernholz. 


(Aus dem Allgemeinen chemischen Universitatslaboratorium Gédttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Februar 1935.) 


Die von A. Windaus aufgefundene Fallung der Sterine mit 
Digitonin hat eine vielseitige praparative und analytische An- 
wendung gefunden. Die Bildung einer schwer léslichen Additions- 
verbindung mit dem Saponin Digitonin beschrankt sich nicht auf 
die Stuffklasse der Sterine, vielmehr gibt es eine ganze Anzahl 
anderer Verbindungen, die ebenfalls Digitonide bilden'). Diese 
letzteren unterscheiden sich jedoch von den Digituniden der 
Sterine durch erheblich gréBere Léslichkeit und leichte Spaltbar- 
keit. Nicht alle Substanzen, die das Ringsystem der Sterive be- 
sitzen, sind nun dazu befahigt, ein Digitonid zu bilden. Es ist 
seit langem bekannt, daB die Auwesenheit der freien Hydroxyl- 
gruppe am C, eine Voraussetzung dafiir ist*), denn Ester, Halogen- 
verbiudungen, Ketone und Kohlenwasserstoffe lassen sich nicht 
mit Digitonin fallen. Besonders bemerkenswert ist es, dab 
schon eine sterische Umlagerung dieser Hydroxylgruppe (Epi- 
Verbindungen) geniigt, um die Bildung eines Digitonids zu 
verhindern. 

In der letzten Zeit sind nun eine Reihe von Stoffen bekannt 
geworden, bei denen die Seitenkette der Sterine mehr oder weniger 
verkiirzt ist. Diese Siuren und Ketone, die am Ringsystem 
keinerlei Veriinderungen gegeniiber den Sterinen aufweisen, habe 


*) Bemerkung: Vom Cholesterylamin [Windaus u. Adamla, Ber. 
chem. Ges. 34, 3055 (1911)] wird angegeben, daB es mit Digitonin eine 
Additionsverbindung zu geben scheint. 
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ich nun auf ihr Verhalten gegeniiber Digitonin geprift und ge- 
funden, daB sie damit alle eine Fallung geben. Es waren dies 
folgende Stoffe der allgemeinen Formel I: 


xX 4 
on om 
: aa - aaa 
HO” ‘ir — HO ~~ 


1. 6-3-Oxy-allocholansiure und Methylester 
(X = CH, - CH - CH, - CH, - COOH)? 
| 
2. 6-3-Oxy-nor-allocholansiiure und Methylester 
(X = CH, - CH - CH, - COOH)?*) 
| 


3. 3-Oxy-bisnor-allocholansiiure und Methylester 
(X = CH, - CH - COOH)) 
| 


4. 3-Oxy-itio-allocholyl-17-methy lketon 
(X = CH, - CO —)4) 


5. 3-Oxy-iitio-allocholansiure 
(X =— COOH)®) 


6. 3-Oxy-itio-allocholan-17-on 
(X = . °) 
| 


Diese Stoffe gehéren alle der Cholestanreihe (trans-Dekalin) 
an. Von den entsprechenden Abbauprodukten der Koprostanreibe 
(cis-Dekalin) habe ich die aus Koprosterin zu gewinnende f-3-Oxy- 
cholanséure5) untersucht und gefunden, daB sie mit Digitonin eine 
Fallung gibt, wihrend die Lithocholsiure und die 3-Oxy-allocholan- 
sdure, die die Hydroxylgruppe in anderer sterischer Anordnung 
enthalten, erwartungsgem48 keine Fiallung gaben. 


Von den ungesiattigten Abbauprodukten der Formel II konnte 
ich die 3-Oxy-bisnorcholensiure*) (X = CH,-CH-COOH) und das 
| 


3-Oxy-iitio-cholenyl-methylketon") (X = CH,CO) priifen; sie gaben 
| 
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| beide eine Fallung. Ich habe mich auch davon iiberzeugt, dab 
| die Acetate und Ketoderivate, soweit sie bis dahin bekannt sind, 

nicht mit Digitonin fallbar sind. Es gelten also ganz dieselben 
- Regeln, wie sie fiir die Sterine selbst gelten: Fir die Fillbarkeit 


ist eine freie Hydroxylgruppe in der beim Cholesterin vorliegenden 


| Anordnung notwendig. Eine starke Verinderung der Seitenkette 
' scheint jedoch auch den Verlust der Fiallbarkeit bedingen zu 
| kénnen, denn das Diphenyl-athylen, das sich aus der 3-Oxy- 
| bisnor-allocholansiure darstellen laBt, und das die Seitenkette 
| CH,-C:C(C,H,), besitzt, fallt nicht mit Digitonin 4). 


Die Prifung auf Fallbarkeit wurde in den _ vorliegenden 


| Fallen nur qualitativ durchgefihrt. Einige Milligramme Substanz 
_ wurden in heiBem 90°/, igem Alkohol gelést und mit etwa dem- 
'selben Volumen einer 1°/, igen Digitoninlésung in demselben 
| Lésungsmittel versetzt. Nach wenigen Sekunden tritt bei positivem 
 Ausfall eine dicke Fallung auf. 


Ich halte diese Beobachtungen fiir manche Zwecke fiir wert- 
voll. So laBt sich das unwirksame Oxyketon (I 4.), das das Corpus 


| luteum-Hormon in den Gelbkérpern begleitet, zweifellos leicht 


und quantitativ von dem nichtfallbaren Hormon abtrennen. Es 
ist auch anzunehmen, daf die Spaltung der neuen Digitonide 
nach den bekannten Methoden keine Schwierigkeiten bereiten wird. 


Bei der Empfindlichkeit der Reaktion gegeniiber der sterischen 


Lage der Hydroxylgruppe am C, halte ich die Reaktion mit Digi- 


tonin in geeigneten Fallen auch fir ein brauchbares Mittel zur 
Feststellung dieser Anordnung bei Sterinderivaten. Da das Preg- 
nandiol®) nicht faillbar ist, so wird man daraus schliefen kénnen, 
daB es die Hydroxylgruppe am C, in derselben Anordnung besitzt 
wie die Gallensiuren und das Androsteron und nicht wie die 
natiirlichen Sterine. 


Welchen Einfiu8 die Einfiihrung neuer Gruppen in das Ring- 
system auf die Reaktion mit Digitonin ausiibt, mu8 noch naher 
studiert werden. Es gibt Falle, in denen die Fallbarkeit nicht 
aufgehoben wird. Cholesterinoxyd®), Ergosterinperoxyd*’), Cho- 
lestan-3,6-diol™) und Cholestan-6-on-3-ol!!) sind fallbar. Da- 
gegen werden nicht gefillt z. B. Cholestantriol und Cholesterin- 
dibromid. 


Der Firma E. Merck, Darmstadt, bin ich fiir die Unterstiitzung dieser 
Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 


7* 


100 E.Fernholz, Uber das Verhalten von Sterinabkémmlingen usw. 
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Uber Harnlyochrome. 
Von 


W. Koschara. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Januar 1935.) 


Die Untersuchung der tierischen Exkrete auf Lyochrome ist 
in mehrfacher Hinsicht von Interesse. Sie kann iiber den Stoff- 
wechsel des Vitamins B, AufschluB geben und etwaige Verinde- 
rungen gegeniiber den Nahrungslyochromen, biologische Abwand- 
lungen feststellen. Uberdies wird die quantitative Seite des 
Arbeitsprogramms geeignet sein, festzustellen, ob und in welchem 
MaBe der Tierkérper zur Synthese seines zweiten Atmungsfermentes 
befihigt ist. Es geht nicht an, ihm eine solche Fihigkeit ganz 
allgemein abzusprechen; denn die Vitaminnatur des B, genannten 
und als Lactoflavin erkannten Erginzungsstoffes') ist bisher 
nur fiir die Ratte erwiesen. Da in den Lyochromen wasserlés- 
liche Farbstoffe vorliegen, werden sie vorwiegend im Harn aus- 
geschieden werden. Damit iibereinstimmend fiel in orientierenden 
Vorversuchen die Priifung auf Farbstoff in menschlichen Faces 
negativ aus. Die Lyochrome liegen im Harn durchschnittlich in 
einer Verdiinnung von 1:3000000 vor. Das ist eine so geringe 
Konzentration, daB der Beitrag der Lyochrome zur Farbe des 
Harns gleich null ist. Selbst eine 100 fach héhere Konzentration 
wirde sich gegen die gold-braungelbe Harnfarbe nicht durchsetzen 
kinnen. Man wird es deshalb vermeiden, von den Harnlyochromen 


als von Harnfarbstoffen zu sprechen. 


I. Uroflavin. 


In einer vorhergehenden Arbeit?) ist mitgeteilt worden, wie 
man die Lyochrome des Harns zunichst sichtbar machen und 
weiterhin isolieren kann. Ein Farbstoffkonzentrat aus 1700 Litern 
Minnerharn hatte einen krystallisierten Farbstoff, das Uroflavin, 


geliefert. Die nichste Aufgabe war es, dieses Uroflavin mit dem 
8 
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bestuntersuchten Lyochrom, dem Lactoflavin, méglichst eingehend 
zu vergleichen. Dieser Vergleich ist in der angefiihrten Arbeit 
begonnen worden. Schmelzpunkt, Krystallform und chromato. 
graphisches Verhalten zeigten keinen deutlichen Unterschied gegen 
Lactoflavin in direktem Vergleich. Die Ergebnisse der Ver. 
brennungsanalyse lieBen sich mit der Formel fiir Lactoflavin nicht 
vereinbaren. Doch zwang allein der Aschegehalt des Praparates 
zu vorsichtiger Deutung der Analysen. Weiteres krystallisiertes 
Uroflavin wurde aus den Mutterlaugen der zur Analyse gelangten 
Priparate durch jwiederholte Reinigung im Chromatogramm ge. 
wonnen. Dieser Farbstoff liegt zwei Daten zugrunde, die ich 
dem freundlichen Entgegenkommen von Prof. R. Kuhn, Heidel. 
berg, verdanke: Das Absorptionsspektrum des Uroflavins (Figur) 
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stimmt im wesentlichen mit dem vom Lactoflavin iiberein’), Im 
biologischen Versuch an jungen Ratten zeigte das Uroflavin die 
gleiche Wachstumswirkung, wie der Molkenfarbstoff (= Vitamin B,. 
Geringe Abweichungen im Spektrum kénnten, wie Prof. Kuhn 
mitteilte, auf Verunreinigungen zuriickzufiihren sein. Eine Stiitze 
fand diese Auslegung, als die Extinktion des Uroflavinpraparates 
im Stufenphotometer gemessen wurde. Der Farbwert fiir 0,005 °/, ige 
Lésungen wurde zu 1,32 ermittelt, wihrend fir Lactoflavin durch 
Kuhn, Rudy und Wagner-Jauregg‘) sowie durch eigene 
Messungen unter gleichen Bedingungen der Wert 1,40 fest- 
gestellt wurde. 

Um die Priifung auf Identitat von Uroflavin mit Lactoflavin 
weiterfiihren zu kénnen, ist der Farbstoff aus 5000 Litern Minner- 
harn, die im Juni 1934 gesammelt worden sind, nochmals bereitet 
worden. Die Isolierung geht im grofen und ganzen den be- 
schriebenen Weg?). " Doch kommt die Fillung mit Ammonsulfat 
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und die anschlieBende zweite Bleisulfidadsorption in Fortfall. Das 
,rystallisiert gewonnene und noch 2 mal umkrystallisierte Uroflavin 
(220 mg) liegt den weiteren Untersuchungen zugrunde. Die 
Extinktion des neuen Priaparates zeigt mit einem Wert yon 1,40 
einen hdéheren Reinheitsgrad als das oben geschilderte. Die 
optische Drehung stimmt mit der des Lactoflavins iiberein. Fiir 
diesen Farbstoff stellt Wagner-Jauregg?) in alkalischer Lisung 
eine optische Drehung von —125° fest. Uroflavin zeigt unter 
ihnlichen Bedingungen [a], = — 112° Die Abweichungen liegen 
innerhalb der Fehlergrenzen (+ 10°). 

Die Daten iiber Uroflavin selbst werden ergiinzt durch die 
gweier Derivate. Uroflavinacetat, nach der fiir Lactoflavinacetat 
angegebenen Vorschrift bereitet®), schmilzt ebenso wie dieses bei 
242° und zeigt in Mischung mit Lactoflavinacetat keine Schmelz- 
punktsdepression. Seine Analyse stimmt annihernd mit der des 
Lactoflavin-tetraacetats iiberein®).. Endlich ist auch noch die 
alkalische Photospaltung des Uroflavins priparativ bearbeitet 
worden. Das Urolumiflavin la8t in Krystallform, Zersetzungs- 
punkt und Analyse gegeniiber dem Photoprodukt aus Molken- 
farbstoff keine deutlichen Unterschiede erkennen. 

Wenn in den mitgeteilten Ergebnissen das Uroflavin mit 
Lactoflavin iibereinstimmte, so erhoben sich gegen die Identitit 
der beiden Farbstoffe bei dem Vergleich ihrer Analysenergebnisse 
doch Bedenken. Das reine Uroflavin, das, an seinem Farbwert 
gemessen, mit reinem Lactoflavin auf eine Stufe zu stellen ist, 
zeigt im Kohlenstoffgehalt mit einem Wert von 53,1°/, ein Detizit 
von 1°/, gegeniiber dem der Lactoflavinformel C,,H,,0,N, (54,2 °/,). 
Hier setzen nun Versuche ein, das Uroflavin weiter zu reinigen, 
um méglicherweise seine Analysenwerte denen fiir Lactoflavin 
giiltigen anzunahern. Als einziges Hilfsmittel bietet sich auch 
hier wieder das chromatographische Verfahren’). Doch ist eine 
modifizierte Arbeitsweise notwendig geworden, die zugleich eine 
Verfeinerung der chromatographischen Analyse von Lyochromen 
bedeutet. 

Wenn man reine Lyochromlisungen an Bleicherde XXF ad- 
sorbiert, so findet man, da anders wie bei rohen Farbstofflésungen 
ein Teil des Lyochroms auBerordentlich fest an der Erde haftet 
und mit pyridinhaltigen Lésungsmitteln in der iiblichen Weise 
nicht zu eluieren ist. Nur durch heiBe Pyridin—Kssigsiuregemische 
kann dieser Farbstoffteil und selbst dann nur zih und wider- 
willig abgelést werden. Die Erscheinung kann auf den ersten 

8 * 
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Blick eine Fraktionierung vortiuschen. Doch liegt eine solche : 


nicht vor. Man hat sich vielmehr vorzustellen, daB der so iiberaug 


schwierig zu eluierende Farbstoffanteil an der Bleicherde aus. § 


gefallen, auskrystallisiert ist. Die Kombination Bleicherde—fester 
Farbstotf l4Bt sich sehr viel schwieriger trennen, als die yop 
Bleicherde—Wasser—Farbstoff. Kine ausfihrlichere Darstellung 
dieser Erscheinung ist hier nicht am Platze. Sie bedingt ein 
verlustreiches Arbeiten und ist deshalb zu umgehen. Das gelingt 
vorteilhaft durch Verwendung eines weniger kriftigen Adsorptions. 
mittels, wie es in einer grobkérnigen Bleicherde [Fabrikbezeich. 
nung XS*)] vorliegt. Dieses schwichere Adsorptionsmittel ist 
sandkérnig, wahrend die bisher benutzte Bleicherde XXF ein 
mehlig feines Pulver darstellt. Die Vorteile des neuen Adsorptions- 
mittels werden besonders deutlich, wenn man es in Verbindung 
mit einem sehr schwachen Elutionsmittel, einer 2°/, igen wiBrigen 
Pyridinlésung benutzt. Dann gelingt es, im Chromatogramm aus 
dem reinen Uroflavin eine blau fluorescierende Verunreinigung 
abzutrennen, die jedoch in so geringen Mengen vorhanden ist, 
daB sie nicht in Substanz gefaBt werden kann. 

Da bei der Elution der Lyochrome von Bleicherde immer 
auch anorganische Bestandteile der Erde mit abgelist werden, 
ist es jetzt die nachste Aufgabe, den gereinigten Farbstoff aus 
dem Eluat frei von anorganischen Beimengungen zu erhalten, 
Diesem Zweck dient die Fiallung des Farbstoffes als Silbersalz 
und dessen Zerlegung mit Schwefelwasserstoff. Aus dem Filtrat vom 
Silbersulfid krystallisiert das Uroflavin besonders schén aus. 

Ks war eine sehr unangenehme Enttiéuschung, als sich das 
so gewonnene Uroflavin als ein stark verunreinigtes Priiparat 
entpuppte. Seine Extinktion wurde zu 1,26, sein Kohlenstoff- 
gehalt zu 51°/,, also 2°/, niedriger als der des Ausgangsmaterials, 
festgestellt. Erst nachdem es 2mal aus Essigsiure umkrystulli- 
siert worden war, zeigte es genau wieder die Analysenzahlen 
des Ausgangspriparates. Es hat sich herausgestellt, dab die Be- 
handlung von Uroflavinlésung mit Schwefelwasserstoff in der bei 
der Zerlegung des Silbersalzes geiibten Weise den Farbstoff zum 
Teil zersetzt. Dieses unerwartete Ergebnis ist in vielen Versuchen 
und Kontrollen gesichert worden. Die chromatographische Analyse 
gibt iiber diese Tatsache hinaus noch die Méglichkeit, die Zer- 
setzungsprodukte — es gibt deren mindestens 2 — niher zu 





*) Zu beziehen von H. Bensmann, Bremen. 
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charakterisieren. Die Untersuchung der Reaktion im einzelnen 
muB vorliufig zuriickstehen. In der vorliegenden Arbeit inter- 
essieren nur die Folgerungen: weit gereinigte Uroflavinlésungen 
dirfen nicht der Kinwirkung von Schwefelwasserstoff ausgesetzt 
werden*). Was vom Uroflavin festgestellt wurde, trifft qualitativ 
und quantitativ auch fiir Lactoflavin zu. Das verdient deshalb 
Erwihnung, weil der Weg zur Darstellung des Molkenfarbstoffs 
bisher immer mit einer Einwirkung von Schwefelwasserstoff ab- 
veschlossen worden ist”‘). Wenn dennoch die Analysen des 
Lactoflavins mit der Formel C,,H,,O,N, iibereinstimmen*), so 
fiigt sich diese Tatsache in den Rahmen des vom Uroflavin fest- 
gestellten: 2maliges Umkrystallisieren aus verdiinnter Essigsiure 
entfernt die Produkte der Schwefelwasserstoffeinwirkung und fiihrt 
zu brauchbaren Priparaten, die allerdings nicht reiner sind als 
vor der Silbersalzfillung. Die Uroflavinpriparate solcher Vor- 
geschichte lassen lediglich noch in der Extinktion den EKinfluB 
der Schwefelwasserstoffbehandlung erkennen. Ihr Extinktions- 
koeffizient fiir 0,005°/,ige Liésungen betrigt nur 1,29, wihrend 
vor der Silbersalzfillung die Farbkraft gréBer war: k = 1,40. 
Man wird sich vorzustellen haben, daB eine analytisch nicht fab- 
bare Verunreinigung, entstanden durch Schwefelwasserstoff, in 
einem Licht fluoresciert, fiir das das Filter 47 (entsprechend 
470 mu) am Stufenphotometer durchlissig ist. Dadurch wird die 
Lyochromléschung zu einem Teil kompensiert. Nach den Angaben 
der Literatur‘) gilt die niedrige Extinktion fiir Molkenfarbstoff, 
der iiber das Silbersalz ,,gereinigt“ und 2mal umkrystallisiert 
wurde, nicht. Materialmangel verhinderte eigene Versuche. 

Die Aufgabe, Uroflavin—Eluate von mitgelisten anorganischen 
Bleicherdebestandteilen zu befreien, hat sich unter Vermeidung 
von Schwefelwasserstoff einfacher lésen lassen. Man dampft i. V. 
zur Trockne, nimmt heiB in Wasser auf und wiederholt die 
Operation. Das so gereinigte Uroflavin wird 2mal umkrystalli- 
siert und zeigt die gleichen Analysen und die gleiche Extinktion, 
wie das Uroflavin vor der chromatographischen Abtrennung des 
,blauen* Begleiters. Das Ergebnis der Reinigungsversuche lautet 


*) Auch die Bleisulfidadsorption”*) schlie8t eine Schwefelwasserstoff- 
einwirkung ein. Da jedoch dieses Verfahren nur dann angewendet wird, 
wenn — auf friihen Reinigungsstufen — der Reinigungseffekt weitaus die 
Schiiden, die man durch den Schwefelwasserstoft bewirkt, iiberwiegt, wird 
der Wert der Bleisulfidadsorption, die fiir die Isolierung der Lyochrome 
so wichtig ist, nicht im mindesten beeintriichtigt. 
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somit: Zwar laBt sich eine blau fluorescierende Verunreinigung 
aus gereinigtem Uroflavin abtrennen, doch ist ihre Menge so gering, 
daB die Analysendaten dadurch nicht berithrt werden. Gestiitzt 
letzten Endes auf die Schirfe der chromatographischen Trennung 
und Reinigung kann man zusammenfassend sagen: | 


Trotz weitgehender Ahnlichkeit von Uroflavin mit Lacto- 
flavin, die in den meisten Kigenschaften durch direkten Vergleich 
festgestellt worden ist, sind die beiden Farbstoffe nicht identisch, 
Der um 1°/, niedrigere Kohlenstoffgehalt des Harnlyochroms bleibt 
bei verschiedenen Reinigungsmethoden erhalten. Die einfachste 
Deutung ist die, daB es sich bei dem untersuchten Uroflavin um 
ein Farbstoffgemisch handelt, das zu etwa gleichen Teilen aus 
Lactofiavin und einem sauerstoffreicheren Lyochromfarbstoff be- 
steht. Damit ist das Ziel gesetzt, diese Lyochrome zu trennen. 
Die Untersuchung miindet hier ein in die umfassendere Aufgabe, 
Flavine aus verschiedenem Material auf Kinheitlichkeit zu priifen 
und miteinander zu vergleichen. Wiederum wird das Chromato- 
gramm zur Entscheidung herangezogen werden miissen. Doch 
kann man schon jetzt sagen, daB die Forderung auf Schichten- 
trennung bei der Analyse des Uroflavins zu streng ist. Man 
wird sich damit begniigen miissen, im Chromatogramm die Farb- 
stoffzone sehr weit auseinander zu ziehen, um dann, ohne daB man 
eine Aufteilung in Schichten sieht, untere und obere Hilfte der 
Farbstofizone getrennt aufzuarbeiten. 


II. Aquoflavin und 3. Harnlyochrom. 


Ebenso wie das Farbstoffkonzentrat aus 1700 Litern Harn?) 
hat auch das der neuverlichen Bearbeitung von 5000 Litern Minner- 
harn im Chromatogramm 4 Farbstoffzonen erkennen lassen. Der 
ersten mit Wasser entwickelten entspricht das Aquoflavin ); die 
2. Zone, die mit Methanol—Pyridin-Wassergemischen auf der 
Chromatogrammsiaule sich ausbildet, enthalt das Uroflavin, das 
fast 95°/, der Gesamtlyochrome ausmacht. Uber dem Uroflavin- 
ring liegt zunachst ein breiter Lyochromstreifen, der bei weiterer 
Entwicklung sich klar in 2 Zonen trennt. Deren Farbstoffe seien 
vorliufig als 3. und 4, Harnlyochrom angefiihrt. Die Tatsache, 
daB 2 groBe Aufarbeitungen das gleiche chromatographische Resultat 
ergeben haben, zeigt, daB es sich um regelmaBige Farbstoffvor- 
kommen handelt. Nimmt man dazu, daB ein aus Molke in genau 
der gleichen Weise gewonnenes Farbstoffkonzentrat keine Diffe- 
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renzierung im Chromatogramm erkennen 1liBt, so ist auch der 
Verdacht beseitigt, daB es sich um Kunstprodukte handeln kénnte. 

Uber das erste Harnlyochrom, das Aquoflavin, ist bereits be- 
richtet worden. Es wird mit Wasser von der Bleicherde abgelist. 
Diese Kigenschaft teilt der Farbstoff mit den Leukoverbindungen 
des Uroflavins und Lactoflavins, wie man sie durch Reduktion mit 
Natriumhydrosulfit erhalt.* Aus der geringen Haftfestigkeit an 
Bleicherde kann eine groBe Wasserléslichkeit abgeleitet werden’). 
Fiir die Charakterisierung des Aquoflavins ist ferner die Unter- 
suchung der alkalischen Photolyse von Bedeutung gewesen. Es 
entsteht ein chloroformunlésliches hydroxylfreies Belichtungsprodukt 
(Aquo-Lumiflavin). Es wird gefunden, daB auch das 3. Harn- 
lyochrom ein chloroformunlésliches Spaltprodukt bei der Be- 
lichtung in alkalischer Lésung bildet. Dabei mu8 allerdings vor- 
liufig die Einschrankung gemacht werden, daB 10°/, des ein- 
gesetzten 3.Harnlyochroms durch die Belichtung chloroformléslich 
werden. Ob es sich dabei um die Kigenschaft eines reinen Farb- 
stofis handelt oder ob die 10°/, chloroformléslicher Photo- 
produkte auf eine Beimengung von Uroflavin zuriickzufiihren sind, 
kann noch nicht entschieden werden. Endlich gestattet auch bei 
dem 4. Harnlyochrom das Ergebnis der alkalischen Photolyse 
eine Abgrenzung gegen Uroflavin. 

In 3 von den mindestens 4 Flavinen des Menschenharns sind 
die ersten natiirlichen Lyochrome festgestellt, die mit Sicherheit 
vom Lactoflavin verschieden sind. Die Méglichkeit einer gene- 
tischen Verkniipfung von Aquoflavin mit Uroflavin ist bereits kurz 
gestreift worden*). Den Zusammenhingen zwischen den 4 Farb- 


stoffen wird nachgegangen. 


Ill. Die Bestimmung von Lyochromen. 


Der Harn ist eines der biologischen Substrate, die der Ge- 
winnung von Lyochrom-Farbstoffen die meisten Schwierigkeiten 
in den Weg legen. Die Uberwindung dieser Schwierigkeiten durch 
Anwendung der chromatographischen Adsorptionsanalyse auf waB- 
rige Lésungen?) bedeutet zugleich einen gewissen Abschlu8 in der 
Methodik zur Isolierung von Lyochromen. Die am Harn ge- 
wonnenen Erfahrungen kann man auf fast alle anderen Substrate 
iibertragen. 


*) Es liegen hier ahnliche Verhiiltnisse vor wie bei der Kiipenfirberei 
in der Beziehung von Farbstoff und Leukoverbindung zur Faser. 
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Bei der physiologischen Bedeutung der Lyochrome setzten 
bald nach ihrer Entdeckung die Bemiihungen ein, die quanti- 
tative Seite ihres natiirlichen Vorkommens zu kliren. Kuhn, 
Wagner-Jauregg und Kaltschmitt®) bestimmen, wenn nitig 
nach vorhergehender Anreicherung, die Lyochrome als chloroform- 
lésliche Produkte der Lichtspaltung. Das Verfahren dient in 
ausgezeichneter Weise dem Ziel, einen vorliufigen Uberblick iiber 
die Verteilung von Flavinen in natiirlichem Material zu bekommen, 
Doch kann es héheren Anforderungen nicht geniigen, weil einmal 
die Anreicherungsmethoden nicht quantitativ arbeiten und zum 
anderen die Ausbeute an chloroformlislichen Farbstoffen von 
Verunreinigungen stark abhingig ist. Je unsauberer das zur 
Belichtung kommende Material ist, um so schlechter sind die 
Ausbeuten an Photoprodukt*). Dazu kommt, daB die Methode jene 
Lyochrome, die kein chloroformlésliches Photoprodukt liefern, 
nicht erfaBt**), Wenig geeignet fiir Harn erscheint das von 
H. v. Euler und E. Adler?*) angegebene Verfahren. Sie schiitzen 
den Lyochromgehalt nach Anreicherung fluorometrisch und geben 
fir Harn einen Lyochromgehalt von 0,3—0,6 y pro ccm an. Es 
ist nicht ohne weiteres ersichtlich, wie dieser Wert zustande 
kommt; denn wenn man die von den schwedischen Autoren fiir 
Hefe angegebene Arbeitsweise sinngemi8 auf Harn ibertrigt, er- 
halt man blau-blaugriin fluorescierende Lisungen, deren Schitzung 
auf Lyochromgehalt sehr schwierig ist. 


Bei der quantitativen Bestimmung der Lyochrome im Harn 
hatten wir uns die Aufgabe gestellt, die Farbstoffe in 100—500 ccm 
Urin méglichst genau zu bestimmen. Die erste Anreicherungs- 
operation geschieht durch Adsorption an Bleicherde. Die Elution 
‘der Lyochrome erfolgt nur mit Pyridin-Essigsiuregemischen 
quantitativ. Das gilt besonders fiir stark verunreinigte Adsorbate. 
Diesem Umstand ist bisher nie Rechnung getragen worden. So 
gewonnene Farbstofflésungen kann man durch Kindampfen mit 
Bariumkarbonatzusatz bequem von Pyridin befreien. Der zweite 
Schritt zur Bestimmung der Lyochrome besteht in einer Bleiche 
der Farbstoffkonzentrate mit Permanganat’). Die Bestindigkeit 
saurer Lyochromlésungen gegen das Oxydationsmittel erlaubt diese 
sehr wirkungsvolle Reinigung ohne Bedenken. Man kann bei 
reinen Lyochromen durch Messung im Stufenphotometer vor und 


*) Vgl. Versuchsteil. 
™*) Fiir Normalharn ist allerdings diese Feblerquelle ohne Bedeutung, 
da die fraglichen Flavine in sehr geringer Menge vorkommen. 
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nach der Permanganatbehandlung keine Farbminderung feststellen. 
In dritter Reinigungsstufe endlich werden durch chromatographische 
Analyse mit Bleicherde X 8 blau fluorescierende Verunreinigungen 
abgetrennt und die Flavine als rein griingelb fluorescierende 
Fraktion erhalten. Die endgiiltige Bestimmung geschieht im Stufen- 
photometer in der tiblichen Weise. Der Berechnung liegt die Kx- 
tinktion k = 1,40 fiir 0,005°/, ige Lésungen reinen Uroflavins zu- 


orunde. 

Kine wichtige Méglichkeit, Lyochrome von fremden Farbstoff- 
begleitern zu trennen, liegt in der Bleisulfid-Adsorption vor, die 
von Ph. Ellinger und W. Koschara’) aufgefunden und bei der 
Bereitung des Uroflavins”) im einzelnen ausgearbeitet worden ist. 
Ks konnte gezeigt werden, daB die Methode nur dann befriedigend 
arbeitet, wenn man die Elution mit Pyridin-Essigsiuregemischen 
vornimmt?), P. Karrer, H. Salomon und K. Schépp?!) haben 
sich der Bleisulfid-Adsorption zur Darstellung eines Lyochroms 
der Leber bedient. Jedoch eluieren sie die Farbstoffe nur mit 
heiBem Wasser vom Bleisulfid. Es ist kein Zweifel, dab die so 
gewonnenen Farbstofflésungen sehr rein sind. Doch kann man 
mit heiBem Wasser nur einen Teil der am Bleisulfid haftenden 
Lyochrome ablésen. Da die Bleisulfid-Adsorption in der er- 
wihnten Arbeit mit der unzulinglichen Elution sehr oft wieder- 
holt wird, ist die schlechte Ausbeute, die im Gegensatz steht zu 
dem Lyochromgehalt der Leber, wie er von Kuhn, Wagner- 
Jauregg und Kaltschmitt®) festgestellt worden ist, nicht iiber-~ 
raschend. 

Mit der oben skizzierten Methode sind bis jetzt 25 Menschen- 
Harne auf Lyochrome untersucht worden. Es ist festzustellen, 
daS in manchen Harnportionen an Stelle der normalen gelb 
fluorescierenden Lyochromfraktion eine azurblau fluorescierende 
Farbstofflésung auftritt*). Blau-Fluorescenz bei der Aufarbeitung 
organischen Materials ist im Zusammenhang mit Flavinunter- 
suchungen schon erértert worden’). Doch mu hervorgehoben 
werden, daB die Blau-Fluorescenz in physiologischen Substraten 
ganz uncharakteristisch ist. Erst nach scharf auswihlender Vor- 
behandlung, wie sie im zweifachen Chromatogramm und der 
Permanganatbleiche vorliegt, darf man einer solchen Blau- 
Fluorescenz Beachtung schenken. Die an Stelle von Lyochromen 





*) Die gleiche Erscheinung ist auch bei Kot-Analysen beobachtet 
worden. 
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auf der letzten Stufe der Analyse erscheinenden Substanzen mit 
blauer Fluorescenz kénnen den Flavinen nahe stehen (Permanganat- 
Bestaindigkeit, reversible Reduktion). 

Bisher ist bei den Harnanalysen in den meisten Fallen mit 
250 ccm Harn gearbeitet worden. Da das Stufenphotometer die 
Bestimmung bei etwa 20 y nach unten abgrenzt, ist bei der ge- 
nannten Ausgangsmenge an Harn der Lyochrombestimmung eine 
untere Grenze von etwa 10y pro 100 ccm (10 y-°/,) gesetzt. Die 
Bestimmung kleinerer Werte verlangt gréBeren Einsatz. Wenn 
man die Erscheinungen bei der Entwicklung des letzten Chromato- 
gramms zugrunde legt, so kann man 3 Typen von Harnana- 
lysen unterscheiden: 1. normale Lyochromfraktion, 2. blau fluores- 
cierende Fraktion, 3. farbstoffreie (-arme) Fraktion. Die Kinteilung 
ist eine schematische. Ubergiinge kommen vor. So finden sich 
des dfteren Farbstofflésungen, die blau-griin bis griin-blau fluores- 
cieren und in denen die gelbe Lyochromfluorescenz durch die 
blaue des Analysen-Typs 2 verdeckt ist. Man kann in solchen 
Gemischen die reine Flavinluminescenz sichtbar machen, entlarven, 
durch Zusatz von Pyridin und Essigsiure. Ihr Farbwert kann 
natiirlich nicht ohne weiteres als Lyochromwert gebucht werden. 

5 Analysen von Menschenharn im Juli und August 34 haben 
einen Lyochromwert von durchschnittlich 45 y pro 100 ccm Harn 
ergeben, wobei die Werte zwischen 35 und 58 y schwankten. Bei 
11 Menschenharnen, die vom Oktober 1934 bis Januar 1935 unter- 
sucht wurden, hat die Analyse bei keinem eine reine Lyochron- 
fraktion geliefert. 4 von ihnen zeigten bei blau-griiner Misch- 
fluorescenz der Endlésung einen Farbwert von 20—30 y-°/,, ,,Lyo- 
chrome“, wihrend die iibrigen entweder jeden Farbstoff vermissen 
lieBen oder nur rein blau fluorescierten. Die Winterharne ent- 
halten somit im Durchschnitt weniger als 10 y-°/, Lyochrome. 
Natiirlich kann man die geringe Zahl von Analysen, die den 
Durchschnitt bestimmen, bemingeln; jedoch weist auch die Auf- 
arbeitung groBer Harnmengen darauf hin, daB die Ausscheidung 
der Flavine im Harn wihrend der Sommermonate um ein be- 
triichtliches gréBer ist als im Winter. Aus 1700 Liter Minner- 
harn, gesammelt im Januar und Februar 1934, sind 65 mg Lyo- 
chrome gewonnen worden*). Dagegen haben 5000 Liter Mannerharn, 
die im Juni 1934 verarbeitet wurden, insgesamt 700 mg Farbstofi 


*) Davon 30mg krystallisiert und 35 mg colorimetrisch bestimmt. 
Die friihere Ausbeuteangabe war in Ermanglung eines Stufenphotometers 
geschiitzt. 
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geliefert (colorimetrisch bestimmt), wihrend das Ergebnis aus den 
- 1700 Litern nur 200 mg erwarten lief. Die unterschiedlichen 
- Ausbeuten sind nicht auf eine Anderung in der Aufbereitungs- 
' methode zuriickzufiihren, sondern in Ubereinstimmung mit den 
| Analysen der Einzelharne sehr wahrscheinlich auf die verschie- 
denen Jahreszeiten. Fiir diese jahreszeitlichen Schwankungen 
| bietet sich als einfachste Erklarung eine entsprechende Schwan- 


kung im Lyochromgehalt der Nahrungsmittel. Fiir Karotine sind 
solche Schwankungen bei einigen Nihrstoffen bekannt. Nachdem 
das Lyochromvorkommen in Naturstoffen so weit verbreitet nach- 
gewiesen worden ist®*), bietet eine solche Erklarung keine Schwierig- 
keit. Es bleibt zu priifen, ob man in den Hauptnahrungsmitteln 
bei Tier und Mensch die jahreszeitlichen Schwankungen fest- 
stellen kann. 

Die Analyse von Kaninchenharn hat in 2 Versuchen am 
17. und 20. Oktober 1934 einen Wert von 180 y in 100 ccm fest- 


~ gestellt (Harnmenge pro 24 Stunden 225 ccm). Der gleiche hohe 


Wert wurde auch im Januar 1935 gefunden. Eine Analyse am 
25. Oktober lieferte dagegen an Stelle des Lyochroms nur blau 
fluorescierenden Farbstoff, dessen Bestimmung als ,,Flavin“ einen 
Wert von 10y pro 100 ccm Kaninchenharn ergab. Der niedrige 
Wert ist um so auffallender als die Tiere immer das gleiche Futter- 
gemisch erhielten (Heu + Hafer + Riiben). 

Es sind noch kurz die Ausbeuten zu erértern, die aus 
5000 Litern Harn erhalten wurden. Legt man einen Durch- 
schnittswert von 30y in 100 com Sommerharn zugrunde, so sind 
aus 5000 Litern 1,5 g Lyochrome zu erwarten. Es wurden 700 mg 
angereichert (und zwar in den Eluaten der Bleisulfidadsorption), 
von denen durch wiederholte chromatographische Analyse 400 mg 
krystallisiert und rein darzustellen waren. Diese hohe Ausbeute 
an krystallisiertem Produkt bezogen auf das Farbstoftkonzentrat ist 
die Frucht der chromatographischen Reinigung, bei der Bleich- 
erde XS mit 2°/,igem wiBrigen Pyridin kombiniert wurde. 


Versuche, 
I. Aufarbeitung von 5000 Litern Mannerharn. 


Pro Tag werden 200 Liter Harn, die in 3 Liter 25°/, iger Salzsiure 
aufgefangen werden, gesammelt. 10 Minuten verriihren mit 4 kg Bleich- 
erde XX F. Abhebern und das Sediment absaugen. (Steinzeugnutsche 
35 em Durchmesser, Tiefe 21 cm). Ohne Waschen mit 15—20 Liter einer 
10—20°/, igen wiBrigen Pyridinlésung eluieren. Die gesammelten Eluate 
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aus 5000 Liter Harn im Vakuum auf 60 Liter einengen (Toluol unterdriick; 
das Schiiumen). Fallung absaugen: 1,200 g. Filtrat wird gefallt mit 12 Liter 
einer Lésung, die 600 g Bleiacetat und 420 g Bleihydroxyd enthilt. Fiillung 
setzt sich tiber Nacht. Triibe Liésung abhebern (Niederschlag absaugen: 
965 g). Mit 1,2 Litern einer 10°/, igen Bleizuckerlésung versetzen und mit 
Schwefelwasserstoff sittigen. Bleisulfid absitzen lassen, Loésung abhebern, 
Bleisulfid abfiltrieren und mit wenig Wasser waschen. Elution mit insgesamt 
50 Liter eines heiBen Gemisches von 9 Teilen Wasser plus 1 Teil Pyridin 
plus 0,2 Teilen Eisessig. Eluate im Vakuum auf 8 Liter einengen, 24 Stunden 
ausithern, geringe Fallung abtrennen und weiter einengen auf 4,2 Liter, 
Dieses Farbstoffkonzentrat enthilt 700 mg Lyochrome, wihrend etwa 100 mg 
in Abfalifraktionen bestimmbar sind. Die chromatographische Reinigung 
geschieht in 2 Stufen. Im ersten Chromatogramm wird zunichst Aquoflavin 
mit dem Waschwasser abgetrennt und dann die Lyochrome mit Methanol- 
Pyridin—Wassergemischen (3:1:1) eluiert, wihrend sehr stark gefirbte Ver. 
unreinigungen an der Bleicherde zuriickbleiben. Beim 2. Chromatogramm 
entfernt intensives Waschen weitere Begleitfarbstoffe, worauf mit Methanol- 
Pyridin—-Wassergemisch abermals die Lyochrome entwickelt werden. Nach- 
dem die Hauptmenge des Farbstoffs eluiert ist (Uroflavinfraktion) zeichnen 
sich auf der Erdsiule zwei weitere Farbstoffzonen (,,3. und 4. Harnlyochrom‘) 
ab, die zweckmiéBig mit 5°/,igem Pyridin zusammen entwickelt und in 
einem weiteren Chromatogramm getrennt werden. Aus der Uroflavinfraktion 
krystallisiert nach dem Einengen der Farbstoff, der noch 2 mal aus 1 n-Essig- 
siiure umkrystallisiert wird. Feine Niidelchen. 


II. Uroflavin. Schmelzp. 276°. Gleichen Schmelzpunkt zeigen Lacto- 
flavin und ein Mischpriparat. Der Farbstoff wird bei 100° im Vakuum iiber 
Kieselgel 2 Stunden getrocknet. (Gewichtskonstanz.) 


Analysen (Sch6ller-Berlin): 5,331 mg Subst.: 10,380 CO,, 2,570 H,0, 
0,005 Rest. — 2,838 mg Subst.: 0,372 cem Stickstoff (24,5°, 753 mm). 


Gef. C 53,10 H 5,40 N 14,88 0,1°/, Asche. 


Messung des Farbwertes am Stufenphotometer (Zeiss): Filter S 47. 


4,651 mg in 100 cem; Schicht 0,256 em; Prozentuale Léschung 46,7. 
(Mittel aus 10 Ablesungen.) 

0,835 mg in 25 cem; Schicht 0,256 em; Prozentuale Léschung 57,3. 
(Mittel aus 14 Ablesungen.) Daraus berechnet sich fiir 0,005 °/,ige Lésungen 
der Extinktionskoeffizient k= 1,40. (Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes.) 

Optische Drehung: 2,159 mg Substanz gelést in 1,1 cem 0,05 n-Natron- 
lauge. 0,5dm Rohr. Abgelesene Drehung — 0,11. Daraus [«], = — 112° 
+ 10°. Dieser Wert wird gefunden, wenn die Messung etwa 20 Minuten 
nach Bereitung der Lésung erfolgt. 


III. Reinigungsversuche. 49 mg Uroflavin werden in 75 cem Wasser 
gelést und tiber Bleicherde X S (40 mm Rohrdurchmesser, Hohe der Erd- 
siiule 105 mm) filtriert. Gewaschen mit 500 cem Wasser. Eine 2°, ige 
wiBrige Pyridinlésung liefert Filtrate, in denen eine blau-fluorescierende 
Verunreinigung festgestellt wird. Wenn der ,,blaue“ Begleiter heraus- 
gewaschen ist, wird das Lyochrom mit 5°/,igem wiBrigen Pyridin eluiert. 
Eluate einengen auf 40 ccm. Mit 5°/,iger Silbernitratlésung entsteht zuniichst 
eine vollig klare, tief blutrote Liésung, die erst auf Zusatz von etwas 
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Ammoniak und nach mehrstiindigem Stehen das Silbersalz des Uroflavins 
abscheidet. Zentrifugieren und mit Wasser waschen. Niederschlag in 50 cem 
Wasser und 3 Tropfen Eisessig lésen. Einleiten yon Schwefelwasserstoff 
in der Kilte. Es entsteht eine schwarzbraune flockige Fiillung, die jedoch 
nicht zu filtrieren ist. Deshalb ohne Filtration Einengen im Vakuum, die 
bleibenden 20 cem aufkochen und das dadurch gefiallte Silbersulfid abfil- 
trieren und heiB nachwaschen. Filtrat nochmals eindampfen und hei8 fil- 
trieren. Aus 15 cem Filtrat kommen iiber Nacht derbe, tiefrote Nadelbiischel 
und kugelige Drusen. Nochmals aufgelést und langsam krystallisieren lassen. 
Jetzt nur die derben Nadelbiischel. 21 mg. 2'/, Stunden im Vakuum iiber 
Kieselgel bei 100° trocknen. 
Analyse (Schéller-Berlin): 4,794 mg Subst.: 9,070 mg CO,, 2,255 mg 
H,O. — 1,880 mg Subst.: 0,238 cem N, (22°, 747 mm). 
Gef. C 51,60 H 5,26 N 14,39. 


Extinktion: 3,081 mg Farbstoff in 50 cem Wasser. Schichtdicke 
0,256em. Ablesung 40,0. & fiir 0,005°/,ige Lésung = 1,20. 

Das Farbstoffpriparat firbt sich auf Alkalizusatz braun-gelb, wihrend 
reine Uroflavinpriiparate mit Alkali nur kriiftig gelb werden. Diese Er- 
scheinung, wie auch die niedrige Extinktion (1,28) finden sich genau so 
bei einem Lactoflavinpriparat gleicher Vorbehandlung. Leider war das 
Lactoflavinmaterial zu knapp, als daB Reinigungsversuche (vgl. folgend fiir 
Uroflavin) hitten ausgefiihrt werden kénnen. 

Die Verunreinigungen des durch Schwefelwasserstoffbehandlung ge- 
wonnenen Priiparates geben sich bei der chromatographischen Analyse der 
Mutterlaugen zu erkennen. Es treten dabei blau fluorescierende Fraktionen 
im Waschwasser auf und griingelbe, im ultravioletten Licht kaum auf- 
leuchtende Farbstofflésungen, die erst mit 2°/,igem Pyridin von der Bleich- 
erde abgelést werden. Nachdem das Farbstoffpriparat 2 mal aus 1 n-Essig- 
siure umkrystallisiert wurde (trocknen wie oben), zeigt es folgende Daten: 


Analyse (Schéller- Berlin): 4,944 mg Subst.: 9,635 mg CO,, 2,420 mg 
H,O. — 2,822 mg Subst.: 0,367 cem N, (25°, 753 mm). 
Gef. C 53,14 H 5,48 N 14,76. 


Extinktion (Doppelbestimmung): 1,302/1,557 mg auf 25 cem Wasser. 
Schichtdicke 0,256cem. Ablesung: 44,4/39,1. fiir 0,005°/,ige Lésung 
1,32/1,28. 

Das Uroflavinpriparat, das wie oben chromatographisch gereinigt, dann 
aber unter Umgehung von Schwefelwasserstoff durch 2 maliges Eindampfen 
zur Trockne und Aufnehmen in Wasser von anorganischen Beimengungen 
befreit worden ist, zeigt nicht die derben Krystallisationen der oben er- 
wihnten Priparate, sondern krystallisiert in mikroskopisch kleinen Nidel- 
chen. Trocknen wie oben. 

Analyse (Schéller-Berlin): 5,112 mg Subst.: 9,950 mg CO,, 2,460 mg 
H,O. — 2,772 mg Subst.: 0,356 cem N, (25°, 753 mm). 

Gef. C 58,07 H5,88 N 14,57. 
Extinktion (Doppelbestimmung): 2,955/2,731 mg auf 25 cem Wasser. 


Schichtdicke 0,106 em. Ablesung 44,9/47,3. & fiir 0,005 °/,ige Lésungen 
1,39/1,40. 
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IV. Derivate des Uroflavins. 1. Uroflavinacetat. Aus 28 ing 
Uroflavin erhilt man 24mg des Acetats. Einma] umkrystallisieren aus 
Wasser. Trocknen wie oben, Schmelzp. 242—243° Ebenda schmilzt 
Lactoflavinacetat und ein Gemisch beider. 


Analysen (Schéller-Berlin): 4,322 mg Subst.: 8,670 mg Kohlensiiure. 
2,020 mg Wasser. — 2,265 mg Subst.: 0,212 eem N, (23°, 747 mm). 


Fiir Lactoflavintetraacetat C,,H,,.N,0,, 
Ber. C 55,12 H 5,19 N 10,30 
Gef. ,, 54,70 y 3D,23 , 10,60. 


2. Urolumiflavin. Der Versuchsansatz ist schon friiher®) beschrieben, 
Der in Chloroform geléste Farbstoff wird von seinem Lésungsmittel befreit 
und in Wasser aufgenommen. Aus dem Wasser erhalt man nur dann den 
Farbstoff schén krystallisiert, wenn man die Liésung ausiithert. Schéne 
Nadeln in Doppelfichern. Aus 64 mg Uroflavin erhalt man 26 mg kry- 
stallisierten Photofarbstoff (= 60°/, d.Th.)*). Er wird aus Wasser um. 
krystallisiert, schmilzt bei 325° (sintern ab 320°) und zeigt (getrocknet wie 
oben) folgende Analysenwerte (Schéller-Berlin): 


4,393 mg Subst.: 9,720 mg CO,, 1,825 mg H,O. — 2,473 mg Subst.: 
0,470 cem N, (22,5°, 747 mm). 


Fiir Lumilactoflavin C,,H,,N,O, 


Ber. C 60,91 H 4,72 N 21,86 
Gef. ,, 60,34 yy 4,65 » 21,58 


V. Bestimmung von Lyochromen. 1. Harnanalyse. Harn kann 
ohne Minderung seines Lyochromwertes einige Tage stehen, wenn man auf 
LichtausschluB und saure Reaktion achtet. Im allgemeinen gelangte frischer 
Morgenharn zur Analyse, der mit 5 cem Eisessig angesiuert wurde. 

Beispiel: 250 cem Harn werden unter Octylalkoholzusatz im Vakuum 
auf 50 cem eingeengt. Konzentrat mit 0,5 cem konzentrierter Salzséure ver- 
setzen und ohne Riicksicht auf eine Fillung iiber Bleicherde XS filtrieren. 
Rohr 20mm Durchmesser; Schichthdhe 40mm. Die Bleicherde ist mit 
Sdure vorbehandelt. Waschen mit 20 cem 0,1 n-Salzsiure. Eluieren mit einem 
Gemisch von 9 Teilen Wasser mit einem Teil Pyridin und 0,2 Teilen Eisessig, 
bis das Filtrat farblos tropft. Filtrat im Vakuum einengen, zum SchluB unter 
Zusatz von Bariumearbonat. Die Ausfiihrung der ersten Adsorption als 
Chromatogramm ist vor allem bei Kaninchenharn am bequemsten. Die 
andere Art der Adsorption, bei der man den Harn ohne Einengen mit 
Bleicherde schittelt, wird dann umstiindlich, wenn sich die Bleicherde, wie 
es bei dem Harn von Pflanzenfressern der Fall ist, nicht glatt absetzt (Not- 
wendigkeit, auf der Zentrifuge zu arbeiten). Deshalb ist die fast automatisch 
arbeitende Adsorption in der Art des Chromatogramms vorzuziehen. 

Das eingeengte Eluat wird vom iiberschiissigen Bariumearbonat ab- 
filtriert und betrigt 20 ccm. Mit 5 Tropfen Eisessig ansiuern, in Eis kiihlen, 
6 Tropfen kaltgesittigte Permanganatlésung zufiigen, 1 Minute stehen lassen, 
dann mit einem Tropfen 3°/,iger Wasserstoffperoxydlésung den Permanganat- 
iiberschuB zerstéren. Nach dieser Bleiche gibt sich vorhandener Lyochrom- 





*) Die colorimetrisch gemessene Ausbeute betriigt ebenso wie beim 


Lactoflavin 85 °/,. 
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farbstoff durch griine Fluorescenz im ultravioletten Licht (Heraeus-Lampe) 
' qerkennen. Fluoresciert die Lésung rein blau, so ist die weitere Reinigung 
' ywecklos, da der Flavingehalt dann unter 10 y-°/, betriigt. Die Fluorescenz- 


probe im ultravioletten Licht ist notwendig, da Farbstofflésungen auftreten 


| kénnen, die zwar am Tageslicht Lyochromlésungen tiuschend ihnlich sehen, 
_ jedoch im ultravioletten Licht nur Blaufluorescenz zeigen. 


Das 2. Chromatogramm nach der Permanganatbleiche benutzt wiederum 


Bleicherde XS. Rohr 16 mm, Schichthéhe 20 mm. Man wiischt mit Wasser 


und trennt mit 2°/,igem wiBrigem Pyridin eine blaufluorescierende Fraktion 


ab. DieElution der Flavine geschieht mit Methanol—Pyridin—Wassergemischen 


(3:1:1) Nachdem die Lyochrome ins Filtrat gelangt sind, priift man mit 
Pyridin—-Essigsiuregemischen auf vollstindige Elution. Lyochromfraktion 


' einengen auf 5 cem und im Stufenphotometer messen. 


2. Lyochrombestimmung in Konzentraten. 5000 Liter Harn 


haben 4,2 Liter Lyochromkonzentrat geliefert (vgl. S. 112). Die Lésung ist 


von tief-braunroter Farbe und kriftiger Gelbfluorescenz im ultravioletten 


' Licht. 10 cem werden wie oben essigsauer mit Permanganat behandelt und 
- auf 30 cem aufgefiillt. (Photometrische Messung: Schicht 0,106 em, Ab- 
| lesung 55,0. Daraus berechnet: in 4,2 Litern Konzentrat 1095 mg ,,Uro- 


flavin“). Davon 25 eem chromatographisch wie oben reinigen und Lyo- 


chromfraktion auf 25 cem bringen. Farbmessung: d = 0,256; Ablesung = 41,4. 


Daraus ber.: in 4,2 Litern 664 mg Uroflavin. Aus dem Konzentrat werden 
400 mg reines krystallisiertes Uroflavin gewonnen, wiihrend 300—350 mg in 


sehr farbreinen Mutterlaugen colorimetrisch bestimmbar sind. Aus den Zahlen 


geht hervor, daB 1. Permanganatbleiche allein zu hohe Werte liefert, 2. die 


nach der chromatographischen Reinigung gefundenen Zahlen mit den pra- 


parativ gewonnenen Daten befriedigend iibereinstimmen und dab 3. die 
mitgeteilte Bestimmungsmethode eher etwas zu niedrige als zu hohe Werte 
liefert. 

Zum Vergleich wurde das 4,2 Literkonzentrat auch als Photoprodukt 
analysiert. 1cem mit 2cem Wasser und 1 cem 2n-Natronlauge mit einer 
75-Wattlampe aus 12 em Abstand 20 Minuten belichten (lingere Belichtung 
wirkungslos). Chloroformlésung des Photoproduktes = 10 ccm. Messung 
d= 0,996. Ablesung 67,3. Daraus 40,5 y Lumiflavin = 617 Uroflavin. Selbst 
wenn man annimmt, daB die Photolyse mit 75°/, iger Ausbeute verliuft und 
daraus den Uroflavinwert zu 83 y ableitet, errechnet sich aus ihm nur 350 mg 
Farbstoff in 4,2 Litern Konzentrat, d. h. die Hilfte des tatsichlich vor- 
handenen. 


Zusammenfassung. 


1. Uroflavin und Lactoflavin zeigen in den meisten Kigen- 
schaften vollkommene Ubereinstimmung. Jedoch bleibt auch nach 
verschiedenen Reinigungsmethoden der Kohlenstoffgehalt des Uro- 
lavins um 1°/, hinter dem des Lactoflavins zuriick. Da die 
Analysenwerte des Uroflavins keine einfache Deutung zulassen, 
die die sicherlich vorhandene Beziehung zum Lactoflavin dartut, 
wird gefolgert, daB das Uroflavin ein Gemisch von Lyochrom- 
farbstoffen ist. 
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2. Schwefelwasserstoff zersetzt Lyochrome. Das AusmaB der 
Zersetzung ist bei Zimmertemperatur und Atmosphiarendruck 
gering, geniigt jedoch, um die Behandlung hochgereinigter Flavin. 
priiparate mit Schwefelwasserstoff zu verbieten. 

3. Menschenharn enthalt neben Uroflavin noch drei weitere 
Lyochrome: Aquoflavin, 3. und 4. Harnlyochrom. Sie sind durch 
ihr chromatographisches Verhalten und die Reaktionsweise bej 
der alkalischen Photolyse zu unterscheiden. 

4. Ks wird eine neue Bestimmungsmethode fir Lyochrome 
beschrieben, die das Chromatogramm in Verbindung mit einer 
Permanganatbleiche benutzt. 

5. Menschenharn enthalt durchschnittlich im Winter weniger 
als 10 y Lyochrome in 100 ccm, im Sommer 30—55 y Farbstoff 
in 100 ccm. 

6. Es wird eine verbesserte Methode zur chromatographischen 
Analyse von Lyochromen angegeben. Sie verwendet Bleicherde X‘ 
in Verbindung mit 2°/,igem wiBrigem Pyridin. 
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Uber Isomerisierung bei Oxyketonen. 
Umlagerung des ,,Phenylketols** (C,H.CHOH-CO-CH,CO-CH.). 


Von 
M. Henze. 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitét Innsbruck.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1935.) 


Bisher sind nur wenige Fille von Isomerisierung bei e-Ketolen, 
vorunter kurz ausgedriickt ein Platzwechsel zwischen Keton und 
Alkoholgruppe verstanden sein soll, bekannt geworden. Da dieser 
Vorgang auch in biochemischer Hinsicht Interesse hat (Umwand- 
lung von Fructose in Glucose oder von Dioxyaceton in Gly- 
cerinaldehyd) diirfte eine Erweiterung unserer Kenntnisse auf 
diesem Gebiete erwiinscht sein. Favorsky') nimmt neuerdings 
sogar bei dem hauptsiichlich durch seine Entstehung unter dem 
KinfluB von Carboligase?) bekannt gewordenen Benzoylmethyl- 
carbinol eine neue Art von Tautomerie (,,Anol-Tautomerie“) zwischen 
iim und seinem Isomeren an. Gerade das Verhalten letztgenannter 
Ketole C,H,CO.-CHOH- CH, und C,H,CHOH-CO-CH, hat Anlab 
zu einer Reihe von Arbeiten gegeben, auf die einzugehen hier zu 
veit fiihren wiirde. Es sei nur hervorgehoben, daB Auwers’®) 
in seiner griindlichen Untersuchung*) zur Uberzeugung kommt, 
dal} beide Isomere selbstiindig nebeneinander bestehende Indivi- 
duen sind, daB sie weder spontan (auch nicht bei lingerem Auf- 
hewahren) ineinander iibergehen, noch dab eine Umlagerung, wie 
sic Favorsky*) durch Behandlung mit Schwefelsiiure  erzielt 

ben will, statt hat. Auwers bemerkt am Schlui seiner Arbeit, 
la} es erwiinscht wiire, wenn iihnliche lsomerenpaare, bei denen 

Glieder als feste Kérper bessere Gewiihr fiir Kinheitlichkeit 

eten, untersucht wiirden. 

Das veranlaBt uns iiber ein ¢-Ketol zu berichten, welches wir 

inerzeit aus physiologisch-chemischen Griinden hergestellt und 


‘) Vel. unter 3. die iibrige hierauf beziigliche Literatur. 
{y 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXXNIT. 





118 M. Henze, 


kurz als Phenylketol*) bezeichnet haben. Nach seiner Entstehunes. QR po .yac 
weise usw. kommt ihm die Konstitution C,H,CO-CHOH-CH,COCH. [. JB peste! 
zu. Ks krystallisiert ausgezeichnet, hat einen scharfen Schme'z- ler 6 
punkt (59,5°) und wir haben niemals etwas von einer spontaney vel. I 
Umlagerung, sei es in Liésung oder beim Aufbewahren oder !;. §& it , 
hitzen iiber den Schmelzpunkt beobachtet. Dagegen ist es wis FR can, 
gelungen, es durch Natriumalkoholat in ziemlich glatter Weise JB pone» 
in sein Isomeres C,H,CHOH - CO. CH,COCH, IL. umzulagern. Das. BY!" 


selbe ist gleichfalls eine gut krystallisierende Substanz, die eine 
kaum merkbare Differenz im Schmelzp. (59—59,5°) vom Isomeren 
zeigt (wiihrend der Mischschmelzpunkt um 10—20° tiefer liezt), 
In bezug auf Krystallform, Brechungsexponenten, Léslichkeits- 
verhiltnisse und vor allem Reaktionen und Derivate ist es deutlicl 
von seinem Isomeren unterschieden. 


SOL 

















In der folgenden Tabelle sind die Verhiltnisse iibersichtlich alka 
zusammengestellt: pals | 
Knol 
CgH,COCH(OH)CH,COCH, | C,H.CH(OH)COCH,COCH, dab 
salz, 
Schmelzpunkt*) . 59,5 ° 59—59,5° das. 
Krystallform. . . rhombisch, @ = 150° rhombisch, w = 124° 
Lés- ( Wasser . . schwer léslich unléslich 
lich- ¢ Org. Lésg.- air 
keit | Mittel . . - ia sehr leicht léslich 
Reaktion .... neutral sauer (titrierbar) Stel 
Nitroprussid. . . positiv positiv acl 
Alkoh. FeCl, . . negativ tiefrot 
Konz. H,SO, .. Rétung 0 . | 
Cu-Acetat. ... Oxydation zu Triketon Cu-Salz p oneb 
Phenylhydrazin . Osazon Pyrazolderivat wort 
Fehlingsche Lésg. Reduktion Reduktion | 
ure 
Frau Prof. Kofler hatte die grobe Freundlichkeit uns einiges iibe: Ss Mar 
die krystallographischen und optischen Verhiltnisse der beiden Isomere) i” +. 
mitzuteilen, wofiir auch hier bestens gedankt sei. =e 
Is 
ea “aid 1 aa seals | 
Keto | yt pif } p | a ] | \7P 1} + YF Keto/ il | 
| | | | AY 7 
as ol PV : J 704° iis,’ mi 
o¢ ‘ \ 
Krystallographisch gehéren beide Isomeren dem rhombischen Syste: SC! 
an, und zwar unterscheidet man in beiden Fiillen 6eckige und rechteckig Poplar 


‘) Alle Schmelzpunkte sind mit dem Mikroschmelzpunktsapparat 
(Kofler) gemacht, der gerade in Fiillen wie dem vorliegenden allein ein 
zuverlissige Beobachtung erlaubt. 
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* B pornen, deren Achsenebenen parallel der Liingsrichtung liegen. ‘l'rotzdem 
[, bestelit insofern ein deutlicher Unterschied, als der Winkel w an der Spitze 
;eckigen Krystalle bei Ketol I = 150°, bei Ketol II aber = 124° betrigt 
Figur). 

Desgleichen wurden deutliche Differenzen hinsichtlich der Brechungs- 
dil exyponenten festgestellt. Da die Krystalle in Monobromnaphthalin nicht 
NS rant unléslich sind (besonders Ketol II ist etwas lislich), konnten die Ex- 
yonenten nicht mit ganz absoluter Genauigkeit angegeben werden. Es 
warden gefunden fiir ' 


He Ketol | Ketol II 

n am = 1,576 we = 1.590 

6 = 1,590 > = 1,61 cca. 

y 1,626 y 1.65 eea. 

Beweisend fiir die angegebene Formulierung als Struktur- 


someres ist einmal sein Reduktionsvermégen gegen Silber und 
alkalische Kupfersalzlosungen (¢-Ketol) sowie die Reaktionen, die es 
als 1:3 Diketon charakterisieren. Hierzu gehédren infolge von 
Knolisierung die rote Kisenchloridreaktion, sowie die ‘l'atsache, 
jai es sich titrieren liBt und Salze, besonders das typische Kupfer- 
salz, gibt. Ebenso beweist die glatte Bildung eines Pyrazolderivates 
jas Vorliegen eines 1:3 Diketons. 

Beim oxydativen Abbau reibt die Kohlenstoffkette, trotzdem 
vir die Bedingungen mehrfach varnuert haben, immer an mehreren 
Stellen gleichzeitig durch. Wir hofften Mandelsiiure zu fassen, 
och resultierte immer nur Benzoesiiure. 

Dagegen vab die Zersetzung des Ketols mit Alkali, trotz der 
nebenhergehenden starken Braunfiirbune und Verharzung, ver- 
vertbare Fingerzeige. Neben viel Benzoesiiure wurde, wenigstens 
urch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt charakterisierbar, 
Mandelsiure gefunden und auberdem Phenylacetylcarbinol. Dieses 
konnte allerdings nur als Osazon isoliert werden, wodurch selbst- 
verstiindlich nichts iiber die Stellung der OH- und CO-Gruppe 
mi Ketol selbst gesagt wird, da das gleiche Osazon auch aus dem 
someren Benzoylmethylearbinol entsteht. 

Erklirungen fiir den hier vorliegenden IJsomerisierungsvor- 
cane zu geben heiBt Vermutungen fubern. Unter den schon von 
Auwers (a.a. O.) ausfiihrlich besprochenen Eriklirungsméglichkeiten 
scheint uns in unserem Falle die von ihm zuletzt angefiihrte am 
blausibelsten. Atuwers denkt an gewisse Valenzbeziehungen 

schen dem H-Atom der OH-Gruppe und Carbonyl-O-Atom. 
(nter vewohnlichen Umstiinden reicht die Kraft, um den H zum O 
iber zu ziehen, nicht aus, so dab kein freiwilliger Ubervane 


+ i 
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des einen Isomeren in das andere stattftindet. Unter dem |:ip. 
fluB gewisser Reagentien, die bestrebt sind sich an gewissey 
Stellen des Molekiils anzulagern, kann es aber zur Bildung \) 
Derivaten kommen, die sich von der strukturisomeren Form 4). 
leiten, wenn gleichzeitig ein Wasserstoffatom wandert. So méclitey 
wir bei unserem Ketol, wo der besondere Fall vorliegt, dali das FR eres 
Molekiil gleichzeitig noch eine Ketongruppe triigt, glauben, dat & 
durch das Natriumalkoholat eine ausgesprochene ‘Tendenz zw 
Bildung des Salzes des 1:3 Diketons geschaffen und somit di 
Umlagerung forciert wird. Aus diesem Grunde hielten wir es 


auch fiir méglich, daB evtl. durch EKinwirkung von Benzaldehyd, on 
der bekanntlich leicht mit 1:3 Diketonen reagiert (Piperidin al, IB ..., 
Katalysator), éine Umlagerung zu erzwingen sei. Alle Versuche JR Bar 


verliefen jedoch negativ, ja wir konnten auffallenderweise das 
isomere Ketol selbst nicht mit Benzaldehyd zur Kondensatio 
bringen. 
ixperimenteller Teil. na 
Umlagerung des Phenylketols. Einer Lisung von 10 g Keto! Alk 
in etwa 50 cem absolutem Alkohol, die mit Eis gekiihlt ist, wurden 1,292 J den 
Natrium, ebenfalls in Alkohol gelést, langsam zugesetzt. Nach kurzer Zeit 
beginnt die Ausscheidung des Na-Salzes bis sich schlieblich ein dicker Brei 
desselben gebildet hat. Durch Zusatz von Ather erleichtert man sich das 
Absaugen des Na-Salzes, das auf der Nutsche weib gewaschen wird. Es 
wird dann langsam in die berechnete Menge eisgekiihlter verdiinnter Schwete! 
siiure eingetragen und das freigesetzte Ketol sofort mit Ather aufgenommen. 
Die mit Natriumsulfat getrocknete Atherlésung hinterliBt einen krystallin 5 ee 
erstarrenden Riickstand, der am besten aus einem Gemisch von Ather un ae 
leicht siedendem Petroliither umkrystallisiert wird. Man erhilt groBe, selr 
schén ausgebildete Krystalle. Ausbeute bis zu etwa 50°/,. Dab diesell nit 
nicht giinstiger ist, hiingt héchst wahrscheinlich mit der groBben Alkali tm. 
empfindlichkeit des Ketols zusammen. — 
Als wir die Umlagerung in iitherischer Lésung versuchten, waren di sch 
Ausbeuten noch schlechter. Dagegen erhielten wir dabei eine neue Substanz. Sin 
die in organischen Lésungsmitteln sehr sechwer lislich ist. Aus Alkolho 5 Pe 
kleine Prismen vom Schmelzp. 248°. Sublimiert sehr schén ab etwa 220". C 
Die Verbrennung ergab: 
4,377 mg Subst.: 12,254 mg CO,, 1,945 mg H,O. 
CH..U, Ber. C 75,9 H 5,6 Gef. C 76,35 H 4,97. 


Die Verbrennung diirfte auf ein Kondensationsprodukt aus 2 Mol. des 
Ketols unter Verlust zweier Mol. Wassers deuten. Die Substanz ist alkali 
unléslich und gibt keine Nitroprussidreaktion mehr. 

Eigenschaften des Phenylketols II. Der Schmelzpunkt fiillt 
ganz genau mit dem des Ketols I zusammen. Vielleicht kinnte man sx: 
er liegt um 0,5° tiefer, also 59—-59,5°, und es macht sich vorher ein geripees 


‘T'réptchensublimat bemerkbar. 
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Die Verbrennung erfordert grobe Vorsicht und gibt leicht zu niedere 
erte. 
4.689, 4,826 mg Subst.: 11,747, 12,087 mg CO,, 2,754, 2,837 mg H,O. 
11H 293 Ber. C 68,75 Hl 6,25 
Gef. ,, 68,33, 68,28 6,57, 6,58. 


bh) 


3 
Die Molekulargewichtsbestimmung im Siedepunktsapparat nach Riehe 
eT ib: 


23,420 me Subst. in 4 cem Aceton | = 0,124°. — 22,130 mg Subst. 
teem Aceton J = 0,112". 
Mol.-Grew. Ber. 192 Gef. 138, 145. 


Das Phenylketol II ist mit Ausnahme von Petroliither in den gebriiuch- 
lichen organischen Lésungsmitteln sehr leicht léslich, in Wasser unléslich. 
Wie Nitroprussidreaktion ist stark positiv. Alkoholische Lésungen firben 
sich mit Eisenchlorid sofort tiefrot, reagieren sauer und lassen sich mit 
Baryt titrieren. 

0,2202 g Subst. verbrauchten 11,40 cem n/10-Ba(OH),. 

Berechnet fiir C,,H,.O, = 11,47 com n/10-Ba(OH),. 


Beim Versetzen einer alkoholischen Lésung des Ketols mit einer ge- 
sittigten wiibrigen Kupferacetatlésung krystallisiert langsam ein blaBblaues 
Cu-Salz aus (Schmelzp. 147°). Es lést sich in Chloroform und liibt sich aus 
Alkohol umkrystallisieren. Die Krystalle enthalten 1 Mol. Krystallalkohol, 
den sie schon an der Lutt langsam verlieren. 


0,1495 g Subst. Gewichtsverlust bei 100° = 0,0147 g, dv h. 9.8°, 
Berechnet fiir (C,,H,,O,),Cu + 1C,H,OH = 9,4°,,. 

Beim Glithen erhalten 0,0192 g CuO. 
(C,,H,,03),Cu Ber. Cu 14,4 Gref. Cu 14,3. 


Das isomere Phenylketol I wird vom Cu-Acetat schnell zum ‘Triketon 
ixydiert, wie friiher von uns angegeben wurde. Dagegen reduzieren beide 
lsomere sowohl Fehlingsche wie ammoniakalische Silberlésungen. 

Pyrazolderivat. Man erwiirmt eine alkoholische Lisung des Ketols 
mit der berechneten Menge frisch destillierten Phenylhydrazins einige Zeit 
auf dem Wasserbad, verdunstet den Alkohol und krystallisiert aus Ather 
im. Das Pyrazol, das intensive Knorrsche Pyrazolinreaktion gibt, bildet 
schwach gelbliche spiebige Krystalle vom Schmelzp. 115°, die weder in 
Siiuren noch Alkalien léslich sind. Dem Kérper kommt eine der beiden 
Formeln zu. 

C,H, - CHOH - C=CH—C-CH, C,H, -CHOH -C—CH=C - CH 
| | oder | | 
C,H;—N N N— N—C,H, 
Verbrennung. 4,158 mg Subst.: 11,822 mg CO,, 2,302 mg H,0O. 
034 mg Subst.: 0,497 cem N (716 mm). 
C,,H,.ON, Ber. C 77,34 H 6,08 N 10,64 
Gef. ,, 77,54 ,, 6,20 ,, 10,84. 





Beim Erwiirmen mit Essigsiiureanhydrid auf dem Wasserbad libt sich 
is Pyrazolderivat acetylieren, wodurch bewiesen wird, dab die urspriing- 
‘he Hydroxylgruppe des Ketols noch erhalten ist. Das acetylierte Roh- 
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produkt wurde in der gewohnlichen Weise gereinigt und aus Ather-|\ 
iither umkrystallisiert. Schmelzp. 93°. 


Das urspriingliche Phenylketol I gibt beim Behandeln mit Phe», 
hydrazin rote schmierige, nicht zu reinigende Produkte. Ebenso sind die ), 
p-Nitro- oder Dinitrophenylhydrazin entstehenden Osazone schwer rei: 
erhaltende Kérper. 


Alkalispaltung des Phenylketols II: In kalter, etwa 5°, iger Nat: 
oder Sodalésung lést sich das Ketol bald auf, aber schon bei gelindem |); 
wiirmen triibt sich die Fliissigkeit infolge einer dligen Abscheidung. |: 
wurde einige Zeit am absteigenden Kiihler destilliert. Das Destillat enthicl 
etwas Essigsiiure und wohl auch Aceton. Beim Behandeln des Destill.ts 
mit p-Nitrophenylhydrazin in stark essigsaurer Lésung auf dem Wasser}ad 
schied sich ein festes rotes Produkt ab, das zuniichst mit Alkohol sus 
gezogen wurde und dann aus einem Gemisch von Essigsiiure und Essigeste: 
umkrystallisiert wurde. Die rotgelben Krystalle schmelzen bei 258—260)°, 
Kin Mischschmelzpunkt mit dem Osazon des Benzoylmethylearbinols ergil)t 
dasselbe Resultat. 


6,662 mg Subst.: 1,193 cem N (721 mm). 
C,,H,,0,N, Ber. N 20,1 Gef. N 19,93. 


Der im Destillationskolben verbliebene Anteil wurde mit Ather extra- 
hiert. Beim Ansiiuern des wiiBrigen alkalischen Teiles fiel reichlich Benzoe 
siure aus, aus der uns einmal gelang, eine kleine Menge Mandelsiiure durch 
vorsichtige Sublimation zu isolieren (Mischschmelzp. 119°. Aus dem obigen 
Atherextrakt erhielten wir geringe Mengen einer bei 175° zu sublimieren 
beginnenden Substanz, die bei 206—208° schmilzt (Kondensationsprodukt”, 
wiihrend wir aus der Mutterlauge noch etwas Phenylacetylearbinol in Form 
seines Osazons abzuscheiden vermochten. 


Oxydation des Phenylketols II: Vorversuche hatten gezeigt, da! 
Mandelsiiure durch Permanganat in saurer Losung schwerer angreifbar ist 
als in alkalischer. Da wir hofften diese Siiure isolieren zu kénnen, wurde 
das Ketol in schwefelsiiurehaltiger wiiBriger Acetonlésung mit der berech 
neten Menge Permanganat vorsichtig oxydiert. bei der Aufarbeitung resu! 
tierte jedoch nur Benzoesiure und Kssigsiiure. In geringer Menge entstand 
ein Nebenprodukt vom Schmelzp. 210°. 


Literatur. 
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Bemerkungen zur Kenntnis des ,,Ketols* 
CH.COCHOHCH,COCH.. 


Von 


M. Henze. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1935.) 


In fritheren Arbeiten!) wurde iiber das spontan aus Acet- 
essigsiiure und Methylglyoxal entstehende ,,hetol* berichtet. 

Ks ist eine dickliche Fliissigkeit yom Siedep. 113.5° (12 mm), 
dessen Molekulargewicht der Formel C,H,,O0, entspricht. Bei 
liingerem Stehen tritt jedoch in der Fliissigkeit ein langsam fort- 
schreitender KrystallisationsprozeB ein, der sich, wie uns scheint, 
durch eine Spur Eisessig beschleunigen libt. Den Schmelzpunkt 
dieser festen Moditikation bestimmten wir seinerzeit im Rohrchen 
eines gew6hnlichen Schmelzpunkts-Bestimmungsapparats zu 95°, 
wenn auch nicht ganz scharf. Wir waren daher erstaunt, als 
neuerdings unsere Priiparate, auch wenn sie ohne hohes Erwirmen 
aus Aceton oder Alkohol umkrystallisiert wurden, im Mikro- 
Schmelzpunktsapparat (Kofler) den Schmelzp. 144° (bei teilweisem 
Verdampfen) zeigten. Diese ‘l'atsache hat uns liingere Zeit be- 
schiftigt, bis wir einerseits zur Uberzeugung kamen, dab es mit- 
unter durchaus nicht gleichgiiltig ist, ob man den Schmelzpunkt 
einer Substanz pulverisiert im Réhrchen eines Makroapparates 
bestimmt, oder aber den Schmelzprozef einzelner, lose legender 
Krystalle unter dem Mikroskop verfolgt. Andererseits spielt hier 
aber noch ein anderer Faktor eine Rolle, und das ist die Qualitiit 
des Glases. So fanden wir im Makroapparat den Schmelzpunkt 


) BL . 
Rohrehen 
aus gewohnlichem Glas bei. . . . 95° 
Jenaer Glas bei . . . . . . 124—128° 
Quarms BOi. «. . « «= « « « » 180—152". 


\ugenscheinlich wird also die Geschwindigkeit des Schinelzens 
on der Art des Glases (Alkali?) katalytisch beeinfluBt. Solche Beob- 
htungen liegen vor von Dieckmann?) bei Keto—Knol-Tautomeren. 
Wir glauben nicht, daB es sich hier um strukturelle Um- 
verungen handelt (es wiire an Isomerisation, wie wir sie in der 
vanstehenden Mitteilung beschrieben haben, zu denken), sondern 
lizlich um Beeinflussung der Schnelligkeit der Riickwandlung 
r dimeren Form in die monomolekulare Form. 
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Wir konnten nimlich nunmehr feststellen, dafb das fi 
krystallisierende Ketol, wie schon seinerzeit vermutet, doppel os 
Molekulargewicht hat. Bei den Bestimmungen in Phenol und n 
Barger hatten wir friiher stets Werte erhalten, die auf 
einfache Molekulargewicht paBten. 

Bei neuerlichen Bestimmungen unter Verwendung des leicit- 
siedenden Acetons erhielten wir 


24,724 mg Subst.: 4 eem Aceton, 4d = 0,050°. 14,234 mg Subst 
4 cem Aceton, J = 0,082°. 
(CgH,,95), Mol.-Gew. Ber. 260 Gef. 265, 239. 


Ks liegen hier die gleichen Erscheinungen vor, iiber die wns 
Bergmann?) in seinen schénen Arbeiten iiber ¢-Ketole aufgeklirt 
hat. Das Ketol bildet tiber eine Cycloform Assoziate von dimolare: 
Grobe. Durch Temperaturerhéhungen, die schon unter dem 
Schmelzpunkt legen, oder durch Lisen in gewissem Lisungsmitte! 
zerfallen diese Assoziate wieder mehr oder minder schnell. Bei 
elykosidischen Athern solcher Ketole bilden sich die Assoziate 
noch leichter. Wir haben daher noch den Methyliither unseres 
Ketols dargestellt. Eine Lisung von 5 ¢ frisch destillierten Ketols 
wurde in 15 ccm Methylalkohol, der 1°/, Salzsiiuregas enthielt. 
gelést. Nach liingerem Stehen hatte sich ein Krystallisat von 
Tifelchen ausgeschieden, das aus Methylalkohol umkrystallisiert 
wurde. Der Ather sublimierte ab 125° und schmolz bei 162°. 

21,220 mg Subst.: 4 cem Aceton, J = 0,040". 

C,Hs9.) Mol.-Gew. Ber. 288 Gef. 302. 

Bemerkt sei noch, dab einmal, als wir das dimolare Ketol 
in mabiger Wirme in Pyridin gelést hatten, um es spiter zu 
benzoylieren, beim Stehen iiber Nacht sich aus der Lésung grobe 
typische Krystalle ausgeschieden hatten. Sie verwitterten an der 
Luft unter Abgabe von Pyridin. Es diirfte sich wohl um ein 
Pyridinassoziat*) gehandelt haben, leider haben wir den Vorgang 
trotz vielfachen Variierens der Bedingungen mie wieder reprodu- 
zieren koOnnen. 


Meinem Assistenten Dr. Miiller danke ich bestens fiir seine Mithilte. 


Literatur. 
1. Henze u. Mitarbeiter, Diese Z. 189, 121 (1930): 193, 88 (1930); 198, 24> 
(1931); 206, I (1932); 212, IIT (1932). 
2. Dieckmann, Ber. Biol. 49, 2204 (1916). 
3. Bergmann u. Ludwig, Liebigs Ann. 436, 173 (1924). 


*) Vgl. die Bemerkung Bergmanns (a. a. O. S. 176) bzgl. des ass 
ziationslustigen Athers. 
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Herrn Prof. Dr. Anton Ghon, Prag, 
zum 70. Geburtstage gewidmet. 


Die Hamogilobine des Menschen“). 
Von 
Felix Haurowitz. 
(Unter Mitarbeit von Adolf Winkler und Franz Kraus)* 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Medizin.-chemischen Institut der Deutschen Universitiit in Prag.) 


(Der Schrittleitung zugegangen am s&s. Februar 1935.) 


Untersuchungen der letzten 2 Jahrzehnte haben die Existenz 
itspezifischer Himoglobine sichergestellt. 

Sie unterscheiden sich voneinander durch ihr serologisches Verhalten'), 
durch die Krystallformen?’), durch die Resistenz gegen NaOH *), durch ihren 
Gehalt an Schwefel*) und an bestimmten Aminosiiuren”), durch kleine Ab- 
weichungen in der Lage der Absorptionsmaxima®) und durch ibre ver- 
schiedene Affinitiit zu Sauerstoff’). — Wenn man trotz dieser Unterschiede 
ange Zeit nur von einem einzigen ,,Hiimoglobin“ gesprochen hat, so ist dies 
dem bemerkenswerten Umstand zuzuschreiben, dab alle bisher untersuchten 
Hiimoglobine gleiche Mengen Eisen enthalten, dab also das Verhiiltnis Hiim 
u Globin konstant ist. Man findet daher bei allen Hiimoglobinen anniihernd 
leiche Firbekraft, anniihernd gleiches Absorptionsspektrum und _ gleiche 
Sauerstoff kapazitit. 

Durch Untersuchungen der letzten Jahre ist klar geworden, 
day die Differenzierung der Himoglobine weiter geht, als man 
urspriinglich dachte. So sind beim Menschen bisher 4 verschiedene 
Himoglobine beschrieben worden: 1. das normale Hb des Er- 
wachsenen, 2. das Hb des Fetus, 3. ein gegen Laugen resistentes 
Hh. das im Blute des Erwachsenen in kleinen Mengen vorkommt 
uid 4. ein Hb bei pernizidser Aniimie. In der vorliegenden Ab- 
iandlung sollten diese Angaben einer systematischen Priifung 


‘) 17. Mitt. zur Chemie des Blutfarbstoftes. — Vgl. 13. Mitt. diese Z. 

It, 98 (1981). — 14. Mitt, Arch. f. Verd. Krankh. 50, 33 (1931). 1d. u. 
Mitt., diese Z. 198, 9, 191 (1931). 

**) Die von meinen Mitarbeitern ausgefiihrten Versuche sind im ‘Text 


solehe bezeichnet. 
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unterzogen werden; denn Verschiedenheit zweier Himoglo 
kann leicht durch Verschiedenheit ihres Milieus vorgetiiuscht <j), 
sofern nicht reine krystallisierte Hiimoglobine untersucht wer: ey. 
dies ist bisher nur in wenigen Fiillen geschehen. 

Ks sollte ferner untersucht werden, ob die verschiede) 
Himoglobine des Menschen, sofern sich solche sicherstellen lassey, 
besondere biologische Bedeutung haben. Aus diesem Grunil 
wurde ihre Affinitiit zu O, bestimmt. 

Wiihrend die O,-Kapazitiit bei allen Hiimoglobinen gleich ist, niéimlic| 
1 Mol. O, auf 1 Atom Fe, ist die Affinitiit zu O, sehr verschieden. Dies 
bedeutet, daB bei einer Senkung des O,-Druckes manche Hiimoglobine ihroy 
Sauerstoff leicht abgeben, andere schwer. Barcroft’) und seine Schule 
haben die Affinitiit des Hb zu O, unter verschiedenen Bedingungen sel); 
genau untersucht und die Abhiingigkeit dieser Affinitiit von der Tierart. 
der Temperatur und der Zusammensetzung des Lésungsmittels aufgekliirt 

In den Kreis dieser Untersuchung wurde auch das Muskei- 
hdmoglobin des Menschen einbezogen, um festzustellen, ob es mit 
einem der Himoglobine des Blutes identisch ist. 


A. Fetales Hamoglobin*). 


1. Verschiedenheit vom Hamoglobin des Erwachsenen. |)ic \ vr- 
schiedenheit des Himoglobins menschlicher Neugeborener vou 
jenem des Erwachsenen ist durch Untersuchungen von F. y. Kriige: 
iiber die Resistenz dieses Hiimoglobins gegen Lauge . sicher- 
gestellt*). Die Verschiedenheit der beiden Hiimoglobine  betri/{t, 
wie ich zeigen konnte®), lediglich die HiwetPkomponente: di 
prosthetische Gruppe beider Himoglobine ist identisch®). 

2. Mischungsverhaltnis beider Hamoglobine im Blute des Neu- 
geborenen. Das Nabelschnurblut des menschlichen Neugeborenen 
enthilt neben fetalem Himoglobin deutlich nachweisbare Menger 
des Himoglobins vom Erwachsenen (Kriiger u. Bischoff. [as 
Mischungsverhiiltnis der beiden Hiimoglobine wurde von mir at 
einigen Blutproben durch spektrophotometrische Messung als etw: 
4:1 bestimmt’) Ahnliche Werte fanden kiirzlich Brinkman 
und seine Mitarbeiter ?°) bei lichtelektrischen Messungen. Ich habe 
neuerlich eine gréBere Zahl von Blutproben untersucht, um fest- 
zustellen, wie weit das Mischungsverhiiltnis der beiden Hiimo- 


*) Fiir die Uberlassung von Blutproben des Neugeborenen und seiner 
Mutter bin ich den Assistenten der Deutschen geburtshilflichen Klinik, \ 
allem Hrn. Dr. Traube und Dr. Friedl zu groBem Danke verpflichtet. 
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vloine schwankt und ob es vom Geschlecht oder Gewicht der 
Neugeborenen abhingt. Bei 22 untersuchten Blutproben von 
\eugeborenen fanden wir 70—85° . fetalen Hiimoglobins, konnten 
doch keine Beziehung zwischen Geschlecht oder Gewicht der 


Kinder und dem Gehalt an fetalem Hiimoglobin feststellen. 


Versuche. (Mit Adolf Winkler.) Zu diesen Untersuchungen wurde 
Nabelsehnurblut der Gerinnung iiberlassen, der zerkleinerte Blutkuchen 
mit Wasser extrahiert und verdiinnt, bis der Gehalt der Lésung an Blut- 
farbstoff etwa 0,15°/, war. Zu je 5ecem dieser Lisungen wurde je 1 cem 
n/i-NaOH zugesetzt und die Zersetzung durch Lauge nach dem von mir°) 
beschriebenen Verfahren spektrophotometrisch verfolgt. Durch graphische 
Extrapolation der Kurven wurde der Gehalt an resistentem fetalem Hb be- 
stunimt. 


Tabelle I. 


Gehalt des Blutes Neugeborener an fetalem Hiimoglobin. 











Dauer der oo a ars 
Name Geschlecht | Graviditiit in | 72'S" inc WE i on 
Monaten 1n pa in cm ee ODIn 
in “/, 
M. R. weibl. 9.5 4080 53 76 
2 - 8,5 3500 19,5 76 
R. Z. 8 2030 13 79 
kh. F. , i) 3600 ay | 70 
T. B. - ? 8180 49 7D 
t. Bt. 9 3050 49,5 71 
M. C. ‘ 8 2420 475 “2 
R. S. miinnl. 9 2880 45.5 SO 
M.S. i 8,5) 2680 44,5 G4 
I. a 9 3480 50 s) 
.; weibl. Ss 2680 47 7s 











Bei 11 weiteren Blutproben wurde das frisch entnommene blut mit 

10 Volum. einer 0,8°/, NaCl und 0,2°/, NaF enthaltenden Loésung ge- 
mischt, zentrifugiert und die abgeschleuderten Blutkérperchen in Wasser 
velist. Wir fanden bei 7 minnlichen Neugeborenen SO, 77, S4, 71, SO, 71, 
‘7°, fetalen Hiimoglobins, bei 4 weiblichen Neugeborenen 79, 82, 7 und 
‘0°. Die Blutproben wurden uns ohne Auswahl fortlaufend von den Ge- 
burten auf der geburtshilflichen Klinik geliefert und zwar die Proben der 
Tab. I vom 1.—9. Juli 1932, die weiteren 11 Proben von 25.—29. Oktober 1934. 


3. Krystallisiertes Hamoglobin und Oxyhamoglobin vom Neu- 
geborenen. LiBt man Blut vom Erwachsenen am Objekttriiger 


wit Saponin eindunsten, so schiefen Mvrystalle von reduziertem 
Himoglobin an (Amantea)!!), Perrier und Janelli’’) stellten 
lest, daB diese Krystalle optisch 2 achsig sind und dafi man unter 


viichen Bedingungen aus dem Blut von Neugeborenen optisch 
lachsige Krystalle erhilt. Es ist bisher nicht untersucht worden, 
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ob diese Unterschiede der Krystallform auf Verschiedenheit (¢ 
Hiimoglobine zuriickgehen oder auf den EinfluB der veriinderiey 


Zusammensetzung des Fetalblutes (vgl. hierzu Biirker)!*). — |e) 


habe daher das von den italienischen Forschern fiir Gesamt))|)); 


vorgeschlagene Verfahren bei Hiimoglobinlésungen angewandt. ic 


moglichst weitgehend gereinigt waren. Dabei erhielt ich wieder 
aus fetalem und aus miitterlichem Hémoglobin die von Perrie: 
und Janelli sehr genau beschriebenen verschiedenen Wrysiall- 
formen. Daraus geht hervor, dab die Unterschiede der Krystal 
form tatsiichlich auf Verschiedenheit der beiden Himoglobine zuriick- 
zutiihren sind. 

Versuche. Mit Kochsalzlisung wiederholt gewaschene Blutkérpercher 
wurden nach Heidelberger") mit Toluol himolysiert, die durch Zentri 
fugieren von Stroma und Lipoiden befreite Lésung des Blutfarbstofts gegen 
eiskaltes Wasser dialysiert und nach Amantea'') am Objekttriiger mit 
Saponin eingedunstet. Die Krystalle entsprachen in jeder Hinsicht den 
Krystallen, die Perrier und Janelli*) aus Blut vom Neugeborenen bzv, 
aus dem Blut von Erwachsenen erhalten hatten, so daB von einer Be. 
schreibung abgesehen werden kann. Als wichtiger Unterschied zwischen 
Hiimoglobin vom Neugeborenen und seiner Mutter sei blob das Achsenbild 
hervorgehoben. Beim Hdmoglobin der Mutter findet man 2 achsige Krystali 
mit grogpem Achsenwinkel, beim Haimoglobin des Neugeborenen das fiir 1 achsiy: 
Krystalle typische Achsenbild. Fiir die krystallographischen Untersuchungen 
bin ich Herrn Doz. Dr. W. Zartner (Min, Inst. d. Deutschen Univ.) 
grobem Dank verpflichtet. 

Das Verfahren Amanteas ist nur zur Gewinnung kleiner 
Mengen krystallisierter Priiparate geeignet und lefert den Blut- 





7 ae 


Fig. 1. Oxyvhimoglobin vom Neugeborenen 


farbstoff mit Saponin vermengt. Die Darstellung gréperer Menvyen 
krystallisierten Blutfarbstoffs vom Fetus gelang durch Dialyse 
seiner gereinigten Lésungen gegen gesiittigtes Ammonsulfat |e 
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niedriger Temperatur (nach Theorell)!5) Man erhilt auf diese 
Weise reichliche Mengen schéner 6 seitiger rhombischer ‘Tafeln 
yon fetalem Oxyhdmoglobin (vgl. Fig. 1). Sie enthielten 0,37°/, 
Fe [vgl. *)], davon 0,03°/, leicht abspaltbares Eisen und 0,34°/, 
Hiimoglobin—Kisen. 

Versuche. Etwa 5cem Nabelschnurblut wurden mit 10 cem einer 
wibrigen Lésung von 0,8°/, NaCl und 0,2°/, NaF gemischt und méglichst 
bald zentrifugiert. Die abgeschleuderten Blutkérperchen wurden 2 mal mit 

NaCl-Lésung gewaschen, dann mit 45 cem dest. Wasser versetzt und 
») Minuten stehen gelassen. Nach Zusatz von 0,6 g NaCi wurde neuerlich 
entrifugiert und die klare rote Lésung abgehoben. Sie wurde in Fisch- 
blasen gegen das 5—10fache Volumen eiskalter gesiittigter Ammonsulfat- 
lisung im Eisschrank dialysiert. Nach 12—24 Stunden waren zumeist Kry- 
stalle ausgefallen. Wenn im Inneren der Hiilse amorphe Fiillungen auf 
traten, so wurden sie durch Zusatz von méglichst wenig Wasser in Lésung 
cebracht und die Fischblase der neuerlichen Dialyse gegen die bereits ge- 
brauchte Ammonsulfatlésung ausgesetzt. Die Fiillung erfolgte nunmehr 
langsamer und in Krystallform. Die ausgeschiedenen Krystalle waren hellrot 
cetiirbt und zeigten das Spektrum des Oxyhimoglobins. Es waren sechs 
seitige, doppelbrechende, optisch 2 achsige Tatfeln (Fig. 1). Aus dem Blute 
der Mutter fielen bei gleicher Behandlung stets amorphe Niederschliige 
aus, welche kleine Mengen 6 seitiger Tafeln oder spitzer Nadeln oder spitzer 
rhombischer Skalenoeder beigemengt enthielten. Letztere waren ebenfalls 
doppelbrechend und optisch 2 achsig. Die krystallographische Untersuchung 
dieser Priiparate verdanke ich ebenfalls Herrn Doz. Dr. W. Zartner. 

Zur Analyse wurde der krystallisierte Inhalt der Fischblasen scharf 
zentrifugiert, die abgeschleuderten Krystalle mit gesittigter Ammonsulfat- 
ljsung gewaschen, in Wasser gelést und durch Erhitzen am Wasserbade 
koaguliert. Der Niederschlag wurde am Filter mit heibem Wasser von 
Ammonsulfat befreit, getrocknet und gewogen. Ein Teil der Krystaile 
wurde verascht, die Asche in HCl gelést und das Eisen colorimetrisch nach 


Kennedy") bestimmt. — 0,6147g (110°) Krystalle aus Blut vom Neu- 
veborenen enthielten 2,25 mg Fe, d.i. 0,37°/,. — 0,229 ¢ der Krystalle 


wurden 24 Stunden mit Pepsin (0,1 g) und n/10-HCl (20 cem) im Brut 
schrank stehen gelassen und das leicht abspaltbare Eisen nach Barkan 
bestimmt; gef. 0,09 mg Fe, d. i. 0,03°/,. 


4. Affinitat fetalen Haimoglobins zu Sauerstoff. Zur Pestimimunyg 


dey O,-Affinitét reinen fetalen und miitterlichen Hiimoglobins 


wurden die gleichzeitig entnommenen Blutproben von Mutter und 
Kind im vollkommen gleicher Weise derart verarbeitet, dai ihr 
Himoglobin von Begleitstoffen méglichst weitgehend befreit wurde. 
Hubei muBte jede Schidigung durch denaturierende Agentien 
veinlich vermieden werden. Es mubte aus diesem Grunde auf die 
(‘ntersuchung krystallisierter Priiparate verzichtet werden, denn 
» Affinitiit des Hiimoglobins zu O, wird durch Behandlung mit 
umonsulfat oder Alkohol merklich veriindert. Die Abtrennung 
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des Plasmas, der Stromalipoide, des Stromageriistes und der \ jg. 


lysablen Anteile der Erythrocyten gelang jedoch ohne merkli:h¢ 
Schidigung des Himoglobins. Die derart gereinigten Liésuny 
enthalten neben Himoglobin nur noch adialysable wasserlislic|e 
Bestandteile der Erythrocyten, also kleine Mengen anderer Prote ie 


Die gereinigten Himoglobine wurden mit m/10-Phosphatputicr- 


lésung verdiinnt, in eine evakuierbare Absorptionskiivette 1j1 
2 Kammern gebracht und Gasgemischen verschiedenen O,-Druckes 
ausgesetzt. Dann wurde der Gehalt an Hb und O,Hb spektro- 
photometrisch durch Messung der Extinktion in 2 Spektralgegender 
bestimmt. Das eben beschriebene, 
benétigt nur 2— 
gelingt daher auch mit wenigen Tropfen Blut und diirfte sich }e; 
‘ihnlichen Untersuchungen an kleinen Tieren bewiihren. 


Die Bestimmung der Q,-Affinitiit wurde insgesamt an je 


15 Blutproben von Neugeborenen und ihren Miittern durchgefiihrt. 
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Fig.2. O.-Dissoziation des Oxyhaimoglobins aus dem Blute des Neugeborenen 


und seiner Mutter (vgl. Tab. IJ). 
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Stets war die Affinitat des gelésten fetalen Hédmoglobins zu 0 
kleiner als jene des miitterlichen Hiimoglobins. Der Unterschied 
ist ber emnem O,-Druck von 9—ldo mm (p,, 6,8, 20°) am stérksten 
ausgeprigt, dagegen bei sehr niedrigem und sehr hohem O,-Druck 
begreiflicherweise sehr gering (vgl. Fig. 2). In allen untersuchten 
Proben hatte die Dissoziationskurve S-férmige, niemals hyper- 
bolische Gestalt. 

Untersucht man hingegen unversehrte Blutkérperchen, so find 
man — wie Litarezek im Gesamtblut!") — eine festere Binduny 
des Sauerstoffes an die fetalen Blutkérperchen. Es ist dabei gleich- 
giiltig, ob die Blutkérperchen in ihrem eigenen Plasma oder in 
NaCl-Lésung oder in 


Plasma erwachsener Menschen, in 1°/, 


neu ausgearbeitete Verfahren 
3 ccm einer etwa 0,15°/, igen Hiimoglobinlésung, 
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Phosphatpufterlésung suspendiert sind. Stets iiberwiegt die O,- 


h 
Affinitit der fetalen Blutkérperchen. Sobald jedoch Hédmolyse 
eingetreten ist, wird der Sauerstoff vom miitterlichen Hiimoglobin 
fester gebunden. Ks ist wiederum gleichgiiltig, ob die Hiimolyse 
durch Saponin, durch Toluol oder durch einfaches Verdiinnen mit 
\asser herbeigefiihrt wurde. Dies zeigt deutlich, da’ die Anderung 
by Affinitdt nicht etwa auf eine Schddiguny des Hémoglobins 


{it 


-yriickzufiihren ist: denn eine Schiidigung durch einfaches Zu- 
‘iwen destillierten Wassers ist nicht gut vorstellbar. — Weitere 
Reinigung der Himolysate fndert nichts mehr an der héheren 
\ftinitiit des miitterlichen Hiimoglobins zu Sauerstoff. 

Aus den eben mitgeteilten Beobachtungen muf man schlieBen, 
jab miitterliches Hiimoglobin den Sauerstoff fester bindet als 
‘etales Hiimoglobin, daB jedoch dieses Verhiltnis der Affinititen 
durch Einbau des Hiimoglobins in das Blutkérperchen in das 
Gegenteil umgekehrt wird. 

Es scheint, dab fiir diese Anderung der Affinititen die eigenartige 
Verteilung des hochkonzentrierten Hiimoglobins im Blutkérperchen, die 
Struktur des Blutkérperchens, verantwortlich ist und nicht ein besonderer 
Stott der Blutkérperchen. Es wiire sonst unverstiindlich, daf blober Zusatz 
von Wasser ohne Zufiigung oder Entfernung irgendeines anderen Stoffes 
eine Anderung der Affinitiiten herbeizufiihren vermag. 

Versuche. a) Reinigung des Blutfarbstoffes, Je 1—2 cem Blut 
wurden gleich nach der Geburt aus der Nabelschnur des Kindes und aus 
der Armvene der Mutter entnommen, mit 8 cem einer 0,8", NaCl und 
02° NaF enthaltenden Lésung gemischt und spiitestens 1 Stunde nach 
Kutnahme des Blutes zentrifugiert. Die abgeschleuderten Blutkérperchen 
wurden auf der Zentrifuge 2 mal mit je 40 cem 1°), iger NaCl-Lésung ge- 
waschen, die tiberstehende Fliissigkeit jedesmal mit feiner Capillare modg- 
lichst weitgehend abgezogen, schlieBlich 20cem eiskalten destillierten Wassers 
zugetiigt und zur vollstiindigen Hiimolyse 30 Minuten im Eisschrank stehen 
velassen. Nach Zusatz von 20 cem m/5-Phosphatpuffer (SGrensen) py 6,8 
wurde neuerlich zentrifugiert und die klare rote Lésung abgehoben. In 
cinigen Fiillen wurde diese Lisung durch Schiitteln mit '/, Volumen Toluol, 
Zentrifugieren und Filtrieren durch ein feuchtes Filterpapier weiter gereinigt. 

b) Spektrophotometrische Methode der O,-Affinititsbestim- 
mung. Die nach a) erhaltenen Lisungen des gereinigten Blutfarbstoffes 
wurden mit m/10-Phosphatpufferlésung (SOrensen) pj, 6,8 auf einen Gehalt 

n 0,10—0,12°/, Hiimoglobin verdiinnt und je 3 cem dieser Losungen in 
jie beiden Kammern des Absorptionsgefiibes gebracht. Das Absorptions- 


geil (Fig. 3) besteht aus plangeschliffenem, vakuumdicht verkittetem Klar- 
t Das GefiB wurde von der Firma Hellige (Freiburg) angefertigt. Die 
Schulzsehen Absorptionskérper S sind genau 10 mm dick und am Boden 


‘ittet. Vor und hinter ihnen ist ein freier Raum von je 1 mm Dicke. 
Wie Doppelkammer gewiihrleistet gleichzeitige Untersuchung von 
in und miitterlichem Hiimoglobin bei vollkommen gleichem Druck und 
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a 


gleicher ‘Temperatur. Dies erleichtert wesentlich die Untersuchung. | oy) 
Vorversuche hatten ergeben, dab kleine Temperaturschwankungen die Af) \)\jt;; 
zu Q, sehr stark veriindern. — Nach Einfiillen der Lésungen wurde dag 
AbsorptionsgefiB vor den Spalt eines Hiifnerschen Spektrophotom ters 
gebracht und in jeder Kammer 2 Messungen in den yoy 
Hiifner angegebenen Spektralgegenden vorgenon yey, 
Fiir jede dieser Messungen wurde das Mittel aus | \}) 


























H lesungen eingesetzt. Auf diese Weise wurden zu ‘ichs 
2 Extinktionskoeffizienten fiir jede Lésung erhalten. |); 
Quotient muBte den fiir retnes Oxyhdmoglobin bei }),, 6s 
ermittelten Wert 1,57—1,.58 geben. War der Wert nied. 
riger, so waren die Lisungen bereits zersetzt und wurde 
verworfen. 
H Hatten sich die Lésungen als rein erwiesen, s 
f wurden sie nunmehr niedrigen O,-Drucken ausgesetzt, 
é :. Zu diesem Zwecke wurde das AbsorptionsgefiB mit dem 
4 a Vakuum einer Wasserstrahlpumpe verbunden. In dic 
se Vakuumleitung waren 2 Dreiweghiihne  eingeschaltet, 
; deren einer zum Manometer fiihrte, der andere zy 
3 einem frei endigenden Schlauchstiick mit Quetsehhahn, 
Mit Hilfe dieses Quetschhabnes lieB sich jeder ge- 
wiinschte O,-Druck zwischen etwa 150 mm (Luftdruck) 
und 3mm (Vakuum) einstellen. War der gewiinschite 











Druck erreicht, so wurde das AbsorptionsgefiB bei ge- 
schlossenem Hahn // von der Vakuumleitung abgenommen, 
dann stark geneigt und in fast waagrechter Haltung 
etwa 3 Minuten lang gelinde gesechwenkt, am_ besten 
durch Hin- und Herschieben auf der Tischplatte. Bei richtigem Schwenken 
ist das Gleichgewicht zwischen Lisung und Gasphase binnen 8 Minuten 
erreicht. Nun wird bei geschlossenem Hahn // neuerlich die Extinktion in 
den beiden Spektralgegenden gemessen. Ist man nicht sicher, ob das Gleich- 
gewicht tatsiichlich erreicht war, so wiederholt man das Umschwenken und 
miBbt neuerlich. — Der eben beschriebene Vorgang wird an der gleichen 
oder an einer frischen Lésung bei anderen O,-Drucken wiederholt und 
jedesmal die Eatinktion des Gemisches von Hb und O,Hb gemessen. 

SehlieBlich mubh noch die Lxtinktion des vollkommen reduxierten 
Himoglobins bestimmt werden. Zu diesem Zwecke wird das Absorptions 
gefiii durch abwechselndes Evakuieren und Fiillen mit reinem Wasserstot! 
(durch das Sehlauchstiick mit Quetschhahn) von Luft befreit und nach Ent- 
fernung des gesamten Sauerstoffes aus der Hb-Lésung die Extinktion de- 
reduzierten Hiimoglobins gemessen. Der Quotient der Extinktionskoeftizienten 
war bei py 6,8 gleich 0.86—0,89. Den gleichen Wert erhilt man in ein- 
facherer Weise, wenn man in jede Kammer einen Tropfen einer 1°), igen 
Lésung von Na,S,O, in m/10-Phosphatpuffer pg 6,8 bringt. 

Aus den Quotienten der Extinktionskoeffizienten lJiBbt sich nach der 
bekannten Hiifnerschen Formel?’) bei beliebigem O,-Druck der Gelialt 
der Lésung an Hb und an O,Hb berechnen und derart die O,-Dissoziations- 
kurve konstruieren. 

c) Fehlerquellen. Starkes Schiitteln des AbsorptionsgefiBes fiilirt 
zu Denaturierung des Blutfarbstottes, ist daher zu vermeiden. Bei yor 


Fig. od. 
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sichtigem Schwenken kann man jedoch die Lésungen bei 3—4 verschiedenen 
0,-Drucken untersuchen, ohne daf Triibung durch Ausfallen von dena- 
turiertem Hb eintritt. — "Zur Vermeidung des Auftretens eines Temperatur- 
gefiilles zwischen den beiden Kammern vermeide man Beriihren der unteren 
Teile der Kammer mit der warmen Hand und verwende zum Halten des 
GefiBes ein dickes Tuch. — L&Bt man Himoglobinlésungen bei py 6,8 
mehrere Stunden bei Zimmertemperatur an der Luft stehen, so gehen sie 
langsam in Methdmoglobin iiber. Um dies zu vermeiden, mu8 schnell ge- 
arbeitet werden. Zumeist wurde das Blut friih entnommen, vormittags ge- 
reinigt, die verdiinnte Hb-Liésung nachmittags hergestellt und sofort unter- 
sucht. Im Laufe des Nachmittags muBten alle Messungen beendet sein. — 
Wihrend des Evakuierens der Kammer indert sich durch Verdunstung von 
Wasser die Konzentration der untersuchten Lisungen. Fiir die Messung 
ist dies belanglos, da der Quotient der Extinktionskoeffizienten von der 
Konzentration unabhingig ist. — Wiederholte Messungen mit diesem Ver- 
fahren ergaben, daB es bei einem mittleren Gehalt an Hb und O,Hb mit 
einem Fehler yon 2—3°/,, bei sehr geringem oder sehr hohem Gehalt an 
Hb mit einem Fehler von 5—6°/, der gesamten O,-Kapazitit behaftet ist. 

d) Affinitit gelésten Himoglobins zu O,. Die Bestimmung der 
Affinitit zu O, wurde am Hiimoglobin von 15 Neugeborenen und ihren 
Miittern durchgefiihrt. In einigen dieser Versuche war das Hiimoglobin mit 
Toluol behandelt worden (vgl. Abschnitt a), in anderen Versuchen wurde 
davon abgesehen. SchlieBlich wurden einige Kontrollversuche bei py 7,4 
durchgefiihrt und an Lésungen, die aus Blutkérperchen durch einfaches 
Verdiinnen mit Wasser oder durch Zusatz von Saponin erhalten worden 
waren. In allen Fiillen war die Affinitét des miitterlichen Haimoglobins xu O, 
grifer. Man konnte bei langsamem Evakuieren den Unterschied der Affini- 
titen mit freiem Auge beobachten. Stets trat der blaurote Farbton des redu- 
zierten Himoglobins zuerst bei der Lésung des fetalen Himoglobins auf. 


Tabelle II. 
sce esl zwischen Himoglobin und O, bei P| 6,8 und 20°. 






































y 0.-Druck  idtabieilbeetfiatenten 0, Sitti 
ers.- -Druc &, iittigun 
Nr, |Herkunft} i, mm |556—567mp | 537—546mul9= 5] in se 
= | 1 a 

la Mutter 148 0,398 | 0,623 1,57 (100) 

ib | Kind 148 0,485 | 0,686 1,58 (100) 

2a | Mutter 3.8 0,560 | 0,513 0,92 1 

5 Kind 3.8 0.589 0,514 0,87 2 

3a | Mutter 0 0,560 | 0,494 0,89 (0) 

3b Kind 0 0,603 | 0,521 0,865 (0) 

4a | Mutter 31,5 0.413 | 0,582 1,41 82 

4b Kind 31,5 0,469 0,672 1,43 84 

5a | Mutter | 10,5 0,470 0,540 1,15 47 

5b | Kind 10,5 0,544 0,552 1,01 26 

6a | Mutter | 21,0 0.426 | 0,581 1,36 77 

6b | Kind 21,0 0,472 | 0,628 1,32 71 

Ta | Mutter 6,3 0,528 0,494 0,94 11 

7 Kind 6,3 0,589 0,542 0,92 10 
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Von den zahlreichen Messungen sei als Beispiel nur jene Messung wieder. 
gegeben, die der Tab. II zugrunde liegt. Sie ist an Himoglobin durch, 
gefiihrt, das nach dem unter a) beschriebenen Verfahren gereinigt und mit 
Toluol behandelt worden war. In der Fig. 2 ist die GréBe der Versuchs. 
fehler durch die AusmaBe der Rechtecke ersichtlich gemacht. 

e) Affinitit roter Blutkérperchen zu O,. Wurden in das Ab, 
sorptionsgefiB Suspensionen der fetalen und miitterlichen Erythrocyte’ 
gebracht, so konnte man ebenfalls mit freiem Auge oder spektroskopisch, 
die Umwandlung in reduziertes Hiimoglobin verfolgen. Stets xeigten dabei 
die miitterlichen Erythrocyten hiheren Gehalt an reduxiertem Hémoglobin| 
unabhiingig davon ob die Erythrocyten in einer gréferen Menge eigena) 
Plasmas oder im Plasma gesunder Erwachsener oder schlieBlich in 1°/, iger| 
NaCl-Lésung oder m/10-Phosphatpuffer pj, 6,8 suspendiert waren. Der 
Unterschied der Affinitiit zu O, war in manchen Fiillen sehr gering, ay 
deutlichsten bei einem O,-Druck von 5—15 mm zu beobachten. Dure} 
diese Versuche sind die Gasanalysen Litarezeks auf spektroskopischen 
Wege bestiitigt, ebenso seine Annahme, daB das Plasma fiir die héher 
Affinitét der fetalen Blutkérperchen unwesentlich sei. Die quantitativ 
Auswertung auf spektrophotometrischem Wege war hier nicht méglich, di 
die Suspensionen der Erythrocyten optisch inhomogen sind und daher den 
Beerschen Gesetze nicht gehorchen. 

f) EinfluB der Himolyse auf die Affinitit zu O,. Man kam 
diesen Einflu® sehr anschaulich vorfiihren, wenn man im Absorptionsgefii 
zuniichst eine verdiinnte Suspension roter Blutkérperchen in m/10-Phosphat- 
puffer py 6,8 einem Vakuum von 30—50 mm Hg aussetzt, dann den Versuch 
nach Zusatz eines Tropfens Saponinlésung wiederholt, Man findet vor 
Zusatx des Saponins stérkeres Oxyhimoglobinspektrum im fetalen Blut, naci 
Zusatx des Saponins hingegen im miitterlichen Blut. Der Versuch zeigt 
ferner, daB die Anderung der O,-Affinitdt, die bet Hémolyse eintritt, vor- 
nehmlich beim fetalen Himoglobin eintritt. Die A/ffinitat des miitterlichen 
Hémoglobins xu O, dndert sich bei Hiimolyse nur wenig, jene des fetalen 
Hiimoglobins nimmt bei Hiimolyse merklich ab. 


B. Das Muskelhémoglobin des Menschen (Myoglobin). 
Der Muskelfarbstoff Myoglobin besteht ebenso wie der Blut: 
farbstoff aus einem EiweiBanteil, der als prosthetische Gruppe 
ein Hiimin trigt. Das Himin des Muskelhimoglobins ist nach 


Schumm”), Schénheimer”!) und Roche”) mit jenem des Blut- | 


farbstoffes identisch, das Globin verschieden. Theorell?) hat 
kiirzlich Myoglobin aus Pferdemuskeln krystallisiert dargestellt 
und eingehend untersucht. Kr fand eine besonders hohe Affinitii 
zu O, und sieht daher Myoglobin als Sauerstoffspeicher det 
Muskeln an. Die am Pferdemuskel gewonnenen Ergebnisse kénnet 
nicht ohne weiteres auf den menschlichen Muskel iibertragen 
werden; denn die Myoglobine verschiedener Tierarten sind nach 
Roche**) durch Artspezifitdt ausgezeichnet. Aus diesem Grunde 
schien es notwendig, Myoglobin des Menschen zu reinigen, sein¢ 
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igenschaften zu untersuchen und festzustellen, ob es mit einem 
der beiden Hamoglobine des Menschen identisch ist. 

Die Untersuchung ergab in dieser Hinsicht sehr deutliche 
[nterschiede. Myoglobin des Menschen vwunterscheidet sich von 
den beiden Hamoglobinen des Erwachsenen und des Neugeborenen 
deutlich durch die Rotverschiebung der Absorptionsmazxima, durch 
die weit hohere A ffinitit zu O, und durch die hohe Resistenz 
gegen NaOH vgl. Tab. IID). Die gleichen Higenschaften hatten 
chumm, Roche und Theorell am Muskelfarbstoff verschiedener 
Yiere gefunden. Sie scheinen eine allgemeine Kigenschaft aller 
Myoglobine zu sein. 

Tabelle III. 


Vergleich von Muskel- und Blutfarbstoffen des Menschen. 





i 




















Farbstoff Absorptionsmaxima | Zersetzungs- sie = 
: der O,-Verbindung zeit SE dota 
; . a -_ a (Py 5,8) 
a ae <== : — (0% ———— ies . ee eee “pees wosemmee oe 
Blutfarbst. v. Erwachs. 77 541.5 1 Min. etwa 12 mm 
Blutfarbst.v. Kind .... 577 5415 100 Min. 15 
Muskelfarbstoff ....... 583 548 mehr als 14" e ae 


4 

; Versuche. Zur Darstellung des Muskelfarbstoffes dienten Herzen 
‘durch Unfall verstorbener gesunder Menschen, ferner Muskeln amputierter 
Extremitiiten von Verungliickten. Fiir die Uberlassung dieses Materiales 
din ich Herrn Prof. A. Marx (Gerichtl. Med. Institut) und Herrn Assistent 
Dr. Wenzel (Chirurg. Univ. Klinik) zu groBem Dank verpflichtet. Die 
Muskeln wurden méglichst weitgehend von Blutfarbstoff befreit, oo an- 
haftende Blutgerinnsel mechanisch entfernt und abgespiilt wurden; dann 
wurde durch die Fleischmaschine getrieben, der Brei mit dem gleichen 
Volumen 1°/,iger NaCl-Lésung verriihrt und schnell koliert. Auf diese 
Weise lieB sich die Hauptmenge des Hémoglobins entfernen. Die voll- 
kommene Abtrennung, die sich beim Tier durch Spiilen mit Kochsalzlésung 
tn vivo leicht durchfiihren li8t, war bei menschlichem Material naturgemiib 
‘unméglich, war jedoch fiir die zu untersuchende Frage nicht notwendig. 

; Der Mushellieei wurde vom Koliertuch entfernt und mit dem halben 
WVolumen destillierten Wassers verriihrt, dann iiber Nacht im Eisschrank 
tchen gelassen. Nun wurde neuerlich koliert und die Lésung, die den 
Muskelfarbstoff enthielt, durch Zentrifugieren gekliirt. 
Spektroskopische Untersuchung. Die wiibrige Lésung des 
“Muskelfarbstoffes wurde mit ! /1o Volumen 1°/,iger Sodalésung versetzt, mit 












a enig Kieselgur verriihrt, filtriert und im Schummschen Gitterspektrometer 


“otersucht. Tab. III zeigt das Ergebnis der Messungen. 
Untersuchung der Affinitét zu O,. Die wiibrige Lésung des 


Muskelfarbstoffes wurde mit dem gleichen Volumen m/5- Phosphatpuffer- 
oisung (Sé6rensen) pg 6,8 versetzt, iiber Kieselgur filtriert und nach dem 


foben beschriebenen spektrophotometrischen Verfahren (vgl. Abschnitt A) die 
10* 
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Affinitit zu O, bestimmt. In die zweite Kammer des Absorptionsgefiifies 
wurde eine Blutfarbstofflésung eingefiillt, die aus einem Blutgerinnse] deg 
gleichen Individuums durch vollkommen identische Behandlung gewonney 
war. Die hohe Affinitét des Muskelfarbstoffes zu O, war mit freiem Auge 
deutlich zu erkennen; erst bei sehr niedrigem O,-Druck trat die blaurot 
Farbe und der breite Absorptionsstreifen des reduzierten Myoglobins auf 
(vgl. Tab. IV). 
Tabelle IV. 


O,-Affinitiét von Blutfarbstoff und Muskelfarbstoff bei py, 6,8 und 21° 


_—_— aad 























Extinktionskoeffizienten 
Farbstoff O,-Druck 13 Y= = O, -Sittig 
in mm | 556—567 mu 537—546 mu a, | 2 Vagung 
& = a = 
Muskel ..] 150 0,912 1,329 1,45 (100) 
a ee 150 1,48 (100) 
Muskel .. 2 1,044 1,194 1,04 41,5 
eee 2 0,92 11 
Muskel .. 0 1,631 1,439 0,88 (0) 
Blat .... 0 0,86 (0) 


Resistenz gegen NaOH. Der wiibrige Muskelextrakt wurde nach 
Behandlung mit 1°/, Soda und Kieselgur (vgl. oben) mit '/, Volumen n/4-Na0H 
versetzt und die Zersetzung durch Lauge nach dem friiher beschriebenen 
Verfahren *) spektrophotometrisch verfolgt. 


ae ee eee 0 20 Min. 14Stdn. 38 Stdn. 
Extinktionskoeffizienten 0,701 0,686 0,528 0,500 
Zersetzter Anteil in /, . . 0 7,5 86 (100) 


Zur Zeit ¢ = 14Stunden waren die beiden Streifen des Oxymyoglobins 
im Spektroskop noch deutlich erkennbar, zur Zeit ¢ = 38 Stunden waren sie 
vollkommen verschwunden. — Die schnelle Zersetzung eines kleinen Teiles 
(7,5°/,) im Laufe der ersten Minuten ist wohl auf Beimengung des labilen 
Blutfarbstoffes zuriickzufiihren. Der Versuch zeigt deutlich, daB diese w- 
vermeidliche Beimengung von Blutfarbstoff sehr gering ist, so dab die 
spektroskopischen und die Affinitiitsmessungen nur um einen kleinen Betrag 
zu korrigieren wiren, um die entsprechenden Werte reinen Muskelfarb- 
stoffes zu erhalten. 

Die eben beschriebene Untersuchung wurde insgesamt an 3 ver- 
schiedenen Herzmuskeln und an 2 Muskelstiicken aus amputierten Beinea 
durchgefiihrt*). Das Ergebnis der Untersuchung war in allen Fiillen gleich. 


C. Uber das Hamoglobin bei pernizidser Anaéimie und die Farbekratt 
verschiedener Hamoglobine. 


Ks lag nahe bei der perniziésen Animie, bei der die Blut- 
bildung abnorm verliuft, nach fetalem Hamoglobin zu fahnden. 





*) Bei der Darstellung der Muskelfarbstofflésungen war mir Herr MUC. 
Franz Kraus sehr behilflich. 
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: Tatsiichlich hat W oérpel*) bei perniziédser Animie eine erhdhte 
Resistenz gegen Lauge gefunden. Dieser Befund konnte jedoch 


weder von mir), noch auch spiter von Trought*®*) bestitigt 
werden. Die Zersetzung des Himoglobins durch Lauge. verliuft 
nach unseren Untersuchungen bei perniziéser Aniimie ebenso wie 
beim normalen Erwachsenen. — Kiirzlich haben jedoch v. Kriiger 
und Degel?*) beobachtet, da& Hémoglobinlésungen aus den Blut- 
kérperchen permiziés andmischer Patienten zumeist héhere Parbe- 
kraft haben als gleiche Lésungen aus normalen Blutkérperchen. 
Ahnliche sehr betriichtliche Unterschiede fanden sie bei ver- 
gleichender Untersuchung des Blutes verschiedener Tiere. 

y. Kriiger und Degel lésen gewaschene Erythrocyten in Wasser, 
bestimmen den Himatingehalt nach Sahli durch Colorimetrie der salzsauren 
Lisung und stellen nun Oxyhimoglobinlésungen gleichen Himatingehaltes 
her, indem sie das Himolysat mit 0,25°/, Sodalésung verdiinnen. Diese 
Lisungen zeigen nun sehr verschiedene Fiirbekraft. Setzt man die Firbe- 
kraft des Hiimolysates aus Menschenblut gleich 100, so findet man fiir das 
Pferd im Mittel 97,8, fiir das Meerschweinchen 87,8 und fiir Végel Werte 


yon 103,8—111,8. Bei pernizidser Animie fanden vy. Kriiger und Degel 
im allgemeinen eine Erh6hung der Firbekraft um 2—4°/, der Norm. 


vy. Kriiger und Degel fiihren die Unterschiede der Firbe- 
kraft auf die Spezifitit der Hiimoglobine zuriick und denken an 
die Méglichkeit, daB die verschiedenen Himoglobine verschieden 
sroBe Mengen der Farbkomponente (Hiim) enthalten. Dies wider- 
spricht analytischen Untersuchungen anderer Forscher, auf Grund 
deren die Himoglobine verschiedener Tiere den gleichen Kisen- 
gehalt von 0,33—0,34°/, haben [Butterfield*’), Hari’), Hauro- 
witz***), Nimmt man an, daf dieses Kisen zur Giinze der pros- 
thetischen Gruppe angehért, so bedeutet dies, daB die verschie- 
denen Globine trotz artspezifischer Unterschiede gleiche Mengen 
Him binden. Auf 1g Him (= 9,1°/, Fe) kiimen stets 26 g Globin. 

Der Wert solcher Uberlegungen wird allerdings dadurch herabgesetzt, 
dab auch reinste Himoglobinpriparate, die mehrfach umkrystallisiert sind, 
5—10°/) ihres Eisens in leicht abspaltbarer Form enthalten [Barkan*), 
Lintzel%)], Das leicht abspaltbare Eisen gehért dem Molekiil des Himo- 


globins nicht an, denn es 1aBt sich durch Adsorption an Tonerde abtrennen 
‘Barkan *)], 


Zur Aufklirung dieser widersprechenden Befunde wurde unter- 
sucht, ob die verschiedene Farbekraft himolysierter Blutkérperchen 
tatsiichlich auf einer verschiedenen Farbekraft ihrer Himoglobine 
beruht oder ob sie durch den EinfluB von Begleitstoffen vor- 
getiuscht ist. 
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1. Die Farbekraft hamolysierter Blutkorperchen und reiner Him. 
globinldsungen vom Pferd und von Meerschweinchen. Die beidg, 
eben genannten Blutarten wurden gewihlt, weil ihre Hamoglobin. 
nach y. Kriigers Beobachtungen besonders groBe Unterschied, 
der Farbekraft aufweisen und weil sie leicht und ohne Zug}, 
denaturierender Stoffe in Krystallen zu erhalten sind. 

Das Ergebnis der Versuche ist in Tab. V zusammengefagi, 
Die Tabelle zeigt, daB die Unterschiede der Farbekraft bei Rein. 
gung der Haémoglobine verschwinden. Sie sind also nicht oder ny 
cum klensten Teil auf dre Spezifitit der Hémoglobine zuriic}. 
zuftihren. —- Aus der Tabelle ist ferner ersichtlich, daB de 
Fe-Gehalt und die O,-Kapazitit beider Hamoglobine gleich grof 
sind. Das Verhdltnis Haim zu Globin ist also in beiden Heéiny. 
qlobinen gleich. 

Tabelle V. 
Vergleich yon Hiimolysaten und reinen Himoglobinlésungen. 
(P = Pferd, M = Meerschweinchen). 























Farbwert Organische Re Sauerstof: 

Bezeichnung |-_————__—_—_| Trockensubstanz — kapazitiit 
in HCl in Soda in %, 7” in %, 

Himolysat P 100 ~—: 1110 3,50 (100) 3,98 (100) 

Hiimolysat M 69 81,5 3,22 (92) 3,88 (97) 

Hiimoglobin P | 100 100 17,15 (100) 0,33 21,6 (100) 

HimoglobinM] 41,5 42 7,25 (42) 0,34 8,94 (415 


Bemerkungen zu Tab. V: Die Trockensubstanz ist in Prozent der 
Lisung angegeben, ebenso die Sauerstoffkapazitit in Vol.-°/, der Lésung, 
der Fe-Gehalt jedoch in Prozent der Trockensubstanz. — Bei der Un- 
rechnung auf Vergleichszahlen wurde fiir die Priparate aus Pferdeblut 
willkiirlich 100 eingesetzt; die Vergleichszahlen sind durch fetten Druck 
hervorgehoben. 

Versuche. Frisch entnommenes defibriniertes Blut wurde auf de 
Zentrifuge durch 3 maliges Waschen mit 1°/,iger NaCl-Lésung von Serum 
befreit. 

a) Vergleich der Hiimolysate. Die Blutkérperchen wurden mit 
9 Volumen Wasser 30 Minuten stehen gelassen, dann scharf zentrifugiert. In 
dem anscheinend klaren Himolysat wurde die O,-Kapazitat nach van Slyke®) 
bestimmt, die organische Trockensubstanz durch Trocknen bei 110°, Wiger, 
Veraschen und Abzug des Gewichtes der Asche vom gesamten Trocken- 
gewicht. Zur Colorimetrie wurden die Himolysate mit n/10-HCl bzw. 


0,25°/, Soda auf das 10 fache Volumen verdiinnt und die Lésungen aus 
Pferde- und Meerschweinchenblut miteinander verglichen. Der Vergleich 
der sodaalkalischen Lésungen erfolgte erst 2 Stunden nach Verdiinnung, a 
Zusatz von Soda anfinglich eine schwache Triibung bewirkte, die sich all: 
miihlich aufhellte. — Die salzsaure Lésung wurde 30 Minuten bei 50° stehen 
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| gelassen , dann colorimetriert. Sie setzte bei 24 stiindigem Stehen einen 


praunen Niederschlag ab. 

Belege: 8 ccm Hiimolysat von Pferd gaben 0,320 cem O, (20°, 740 mm); 
10 cem = 0,1796 g (110°) = 4,5 mg Asche. — 8 cem Hiimolysat vom Meer- 
schweinchen = 0,310 ccm O, (20°, 740 mm); 10 cem = 0,1650 g (110°) 
= 4,1 mg Asche. 

b) Vergleich krystallisierter Himoglobine. Aus den ge- 
waschenen Blutkérperchen vom Pferd und vom Meerschweinchen wurde 
nach Heidelbergers Verfahren") krystallisiertes Oxyhimoglobin dar- 
vestellt, die Krystalle in Wasser unter Zusatz der eben noétigen Menge 
Soda gelést. In dieser Lésung wurde die O,-Kapazitit nach van Slyke*’), 
die Firbekraft nach v. Kriiger und Degel?’, das Eisen nach 
Kennedy") bestimmt. Ein Teil der Lésungen wurde mit Essigsiure 
eben angesiuert, mit '/,, Volumen gesiittigter Ammonsulfatlésung versetzt, 
im Wasserbad koaguliert und der EiweiBniederschlag auf gewogenem Filter 
gesammelt, getrocknet und gewogen. 

Belege. 1. Pferdehiimoglobin: 2 cem = 0,432 ccm QO, (20°, 728 mm); 
2cem = 0,843 g EiweiB (110°); 86,0 mg EiweiB = 0,28 mg Fe. — 2. Meer- 
schweinchenhimoglobin: 2 ccm = 0,348 cem O,; 2 cem = 0,290 g EiweiB; 
72,5 mg KiweiB = 0,25 mg Fe. 

Die Gasanalysen und die colorimetrischen Bestimmungen wurden még- 
lichst bald nach Entnahme des Blutes durchgefihrt, um Zersetzung des 
Blutes und Bildung von Methimoglobin und Himatin hintanzuhalten. Das 
Verfahren von Heidelberger mute zu diesem Zwecke durch wieder- 
holtes Durehfrieren und Auftauen der mit Toluol vermischten Blutkérperchen 
abgekiirzt werden. 36 Stunden nach Entnahme des Blutes waren die Gas- 
analysen und Farbmessungen beendet. — Zur Priifung auf Methimoglobin 
wurde die zu untersuchende Lisung mit primiérem Kaliumphosphat an- 
gesiiuert und in dicker Schicht spektroskopiert. War der typische Streifen 
im Rot sichtbar, so wurde die Probe verworfen. Zur Priifung auf Hiimin 
wurde mit Na,S8,O, versetzt. Doch wurde niemals Hiimochromogen gefunden. 


2, Die Ursachen der verschiedenen Farbekraft hamolysierter Blut- 
kérperchen, Aus Tab. V ist ersichtlich, daB die Hdmolysate aus 
Pierde- und Meerschweinchenblut tatsichlich groBe Unterschiede 
der Farbekraft in n/10-HCl und 0,25°/, iger Sodalésung zeigen. 
Die Beobachtungen von vy. Kriiger und Degel sind dadurch be- 
stiitigt. Zugleich ist jedoch nachgewiesen, dafi die ’drbekraft der 
untersuchten Hémoglobine nahezu identisch ist. Die abweichende 
Fiirbekraft der hémolysierten Erythrocyten ist auf Stromaeiweifi 
curiickzufiihren, das bei Hémolyse kolloid in Lésung geht, trotz 
Zentrifugieren in Lisung bleibt und infolge der bekannten seit- 
lichen Abbeugung einfallenden Lichtes durch Kolloide (Tyndall) 
im Colorimeter héhere Absorption vortiiuscht. 


_Die Untersuchungen von v. Kriiger und Degel sind dadurch nicht 
weniger bemerkenswert. Sie zeigen, daB die Art oder Menge der triibenden 
‘tromaproteine fiir jede Tierart sehr spezifisch ist. 
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Uber die Natur der triitbenden Stromabestandteile gibt ihr Verhaltey 
gegen verschiedene Lésungsmittel Aufschlu8. Man kann sie durch Zusat, 
von 1°/,igem NaCl oder 1°/, iger Soda zu den anscheinend klaren wiBrivey 
Himolysaten ausflocken und abschleudern. Bei Gegenwart von Soda gehy 
die Flockung bald wieder in Liésung. Die durch NaCl ausgeflockte §,). 
stanz ist in Alkohol oder Ather nur zum kleinsten Teile léslich, quillt hip. 
gegen in Wasser. 

Die eben beschriebenen Versuche zeigen eindringlich, daf 
colorimetrische Bestimmungen des Hémoglobins nur in jenen Fiilley 
richtige Ergebnisse liefern, in denen die beiden zu vergleichendey 
Losungen fret von sonstigen triibenden Substanzen sind oder diese 
Substanzen in gleich groBen Mengen enthalten. Die Colorimetric 
versagt beim Vergleich von Himolysaten verschiedener Tiere, bein 
Vergleich von Haimolysaten mit reinen Himoglobinlésungen, schlieé. 
lich beim Vergleich himolysierten Normalblutes mit lipimischem 
Blut *%), Als verlaBliche Methode der Hiimoglobinbestimmung ist 
in solchen Fallen die Gasanalyse nach van Slyke zu empfehlen, 

Dagegen versagt naturgemiB auch die Spektrophotometrie, da bei 
dieser die Triibung merklich stért. Auch die Eisenbestimmung ist nicht 
verliBlich, da neben Himoglobin-Eisen noch Eisen in anderer Bindung 
vorhanden sein kann. 

3. Die Farbekraft des Hamoglobins bei pernizidser Anamie. Bein 
Himoglobin des animischen Blutes waren 4&hnliche Versuche 
beabsichtigt wie beim Hiimoglobin des Pferde- und Meerschweinchen- 
blutes. Sie scheiterten an der Labilitit und geringen Krystalli- 
sationstendenz des menschlichen Blutfarbstoffes. Gasanalytische 
Kontrollbestimmungen lehrten jedoch auch hier, daB die colori- 
metrisch ermittelte Farbstirke nicht dem wahren Mengenverhiiltnis 
der Hémoglobine entspricht (Tab. VI). 


Tabelle VI. 


Vergleich der Himolysate aus Blut vom Gesunden 
und von perniziéser Animie. 


























a 0, Kaparitat Colorimeterwerte 
in “0 in HCl | in Soda 
Normal...» 21,04 (100) 100 100 
Pern. AnimieI . 12,35 (59) 47,5 b+ 
Pern. Animie II. 10,80 (51,5) 40 | 47 


DaB auch hier triibende Stromabestandteile Schuld an der verschiedenen 
Féarbekraft der Hémolysate sind, 1i8t sich durch eine Analyse ihrer Absorp- 
tionskurven nachweisen. Heilmeyer*) hat darauf hingewiesen, daB solche 
Triibungen eine Erhéhung der Absorptionskurve besonders in Spektral- 
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' ebieten mit geringer Absorption verursachen und dadurch eine Verflachung 
‘jer Kurve. Fig. 4 zeigt dies deutlich bei der sodaalkalischen Lésung des 
Die salzsaure Lésung zeigt nicht diesen Effekt, da sie kein 

















Himolysates. 
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Fig. 4. 
Absorptionskurven himolysierter Blutkérperchen aus Normalblut (- — - —) 


und aus Blut von perniziéser Animie (x — X —). 


| Gebiet hoher Lichtdurchlissigkeit aufweist; das salzsaure Hiimatin absorbiert 
' auch im Rot betrichtlich. 


Versuche. Die Blutproben zu diesen Versuchen verdanke ich dem 
Entgegenkommen der Herren Dr. Reimann und Dr. Fritsch von der 
I. Med. Univ.-Klinik; sie wurden auf der Klinik mit '/,, Volumen Citrat- 
lisung versetzt und dienten direkt zur Bestimmung der O,-Kapazitiit. — 
Je 1eem der gut durchmischten Blutproben wurde auf der Zentrifuge 3 mal 
mit 1°/,iger NaCl-Lésung gewaschen und ein Verlust an Blutkérperchen 
beim Abziehen der Waschfliissigkeit peinlich vermieden. Die Blutkérperchen 
wurden dann mit Wasser genau auf 10 ccm aufgefiillt, nach 30 Minuten von 
Ungelistem abzentrifugiert und die Lésung mit n/10-HCl bzw. 0,25°/,iger Soda 
genau auf das 10fache Volumen aufgefiillt und colorimetrisch verglichen. 

Belege: Je 2,0 cem Blut vom Normalen und von 2 perniziésen Ani- 
mien gaben bei 17° und 739 mm korr. 0,414 bzw. 0,244 und 0,214 eem O,. 

Zur spektrophotometrischen Untersuchung wurden die gewaschenen 
Blutkérperchen mit 0,1°/, iger Sodalésung verdiinnt, fiir Messungen im Rot 
im Verhiltnis 1:10, fiir die tibrigen Messungen im Verhiiltnis 1:100, bezogen 


auf das urspriingliche Blutvolumen. Die Proben aus aniimischem Blut 


wurden 1:5 bzw. 1:50 verdiinnt. Die im Hiifnerschen Spektrophoto- 
meter gemessenen Extinktionskoeffizienten sind in Fig. 4 dargestellt. 

Insgesamt wurden 7 Blutproben von pernizidser Animie untersucht. 
Nur bei 4 dieser Proben war die nach y. Kriiger und Degel ermittelte 
Firbekraft héher als in Normalblut. 


D. Zusammenfassung und Erorterung der Ergebnisse. 


_ Durch frithere fremde und eigene Untersuchungen und durch 
die vorliegende Mitteilung ist beim Menschen die Existenz eines 
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besonderen Hémoglobins des Erwachsenen, eines besonderen Hiiny. 
globins des Fetus und eines besonderen Muskelhdimoglobins siche. 
gestellt. Daneben ist beim Erwachsenen auf Grund der lich. 
elektrischen Messungen Brinkmans?) ein zweites gegen Lauge 
resistentes Himoglobin anzunehmen, das nur in kleinen Mengen jy 
Blut vorkommt und mit fetalem Himoglobin nicht identisch ist, — 
Die Existenz eines besonderen Hamoglobins bet pernizioser A nimi 
ist bisher nicht srchergestellt. 


Das Hiimoglobin der perniziédsen Animie verhilt sich gegen Nay 
wie normales Himoglobin [Haurowitz*), Trought*)}]. Seine Krystal}. 
formen und seine Affinitit zu O, zeigen keine Abweichung vom normale 
Himoglobin des Erwachsenen [Meldolesi®*)}]. Die von v. Kriiger uj 
Degel®’) nachgewiesene Erhéhung der Fiirbekraft himolysierter Erythro. 
cyten von pernizidser Animie ist auf Grund der oben beschriebenen Ver. 
suche auf stirkere Triibungen in diesen Hiimolysaten zuriickzufiihren, nich; 
auf Verschiedenheit der Hiimoglobine. Fiir eine besondere Zusammensetzung 
des Hiimoglobins bei pernizidser Aniimie sprechen lediglich Aminosiiur. 
bestimmungen von Schenck‘) und von Lang*) im Globin normaler un 
aniimischer Menschen. 

Es ist jedoch unsicher, ob die analytisch nachgewiesenen Unterschiede 
im Gehalt an bestimmten Aminosiiuren tatsiichlich auf Verschiedenheiten 
des Globins zu beziehen sind, denn das untersuchte Globin war nicht aus 
krystallisiertem Blutfarbstoff sondern — in iiblicher Weise — aus roten 
Blutkérperchen durch Behandlung mit salzsaurem Aceton gewonnen; es ist 
also durch andere Proteine, durch Albumosen, Peptone und all jene Bestand- 
teile der Erythrocyten verunreinigt, die in Wasser léslich und durch salz 
saures Aceton fillbar sind. 


Die 3 Blutfarbstoffe des Menschen treten im Blut nicht rein 
auf. Berm Neugeborenen fanden wir 70—85°/, fetalen Hamoglobins 
neben 15—30°/, des Himoglobins vom Erwachsenen. Beim Et- 
wachsenen fand Brinkman?) neben dem labilen Himoglobin 
kleine Mengen des bereits erwihnten gegen Lauge resistenten 
Haimoglobins. Es ist bisher unentschieden, ob jedes dieser 
Himoglobine in besonderen Blutkérperchen vorkommt oder o) 
Blutkérperchen existieren, die 2 verschiedene Hamoglobine ent- 
halten. 

Die Entscheidung dieser Frage lieBe sich durch Bestimmung der 
Laugenresistenz einzelner Blutkérperchen herbeifiithren. Solche Versuche 
an Fetalblut, bei denen mir Prof. Alfred Kohn (Vorstand des histol. Inst. 


der Deutschen Univ.) wertvolle Hilfe leistete, scheiterten daran, daB zugleich 
mit der Zersetzung des Hiimoglobins Hiimolyse der Blutkérperchen eintrat. 


In der vorliegenden Abhandlung gelang die Darstellung von 
Krystallen des fetalen Haémoglobins. Die Krystallformen der Hiimo- 
globine vom Erwachsenen und vom Fetus sind deutlich verschieden. 
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Rs bleibt jedoch unsicher, ob die Krystalle einheitlich oder Misch- 
irystalle zweier Hamoglobine sind. 


Fir die zuletzt genannte Méglichkeit sprechen Analysen Aszodis®*’), 
der in krystallisiertem Blutfarbstoff des Erwachsenen kein ganzzahliges 
Verhiltnis Fe:S gefunden hatte, niimlich 1 Fe:3,3. Es ist denkbar, dab 
im Blut — im Sinne Sérensens — ,,reversibel dissoziable Komponenten- 
systeme verschiedener Himoglobine enthalten sind. Bezeichnet man 1 Aqui- 
valent des fetalen bzw. miitterlichen Hamoglobins mit Hb, bzw. Hb,, und 
nimmt man an, daB 1 Molekiil Himoglobin aus 4 Aquivalenten mit je 
| Fe-Atom besteht, so kénnten beispielsweise im Fetalblut Molekiile der 


Verbindung (Hb,), « (Hb, ) enthalten sein. 

Der Eisengehalt fetalen und miitterlichen Hamoglobins ist gleich, 
ebenso thre Sauerstoffkapazitdt. Die Affinitit zu Sauerstoff ist 
rerschieden. Man muB jedoch scharf zwischen der O,-Affinitit 
des gelisten Hiimoglobins und jener der Blutkérperchen unter- 
scheiden. In Lisung tiberwiegt die O,-Affinitdt des miitterlichen 
Himoglobins, im unversehrten blutkérperchen jene des fetalen Himo- 
globins. Dadurch sind Versuche von Litarczek*’) bestitigt, der 
im Vollblut des menschlichen Neugeborenen gasanalytisch héhere 
Affinitiit zu O, fand. 

Ahnliche Verhiltnisse hat kiirzlich Barcroft!’) im Blut 
cravider Ziegen und ihrer Feten gefunden. Abweichend vom 
Menschen hat aber das Himoglobin des Fetus der Ziege auch 
in gereinigtem Zustande hohere Affinitiit zu O, als das Himoglobin 
des Muttertieres. 

Die héhere Affinitat des Fetalblutes zu O, diirfte bei chro- 
nisch schlechter Arterialisierung des miitterlichen Plazeniarblutes 
hohe biologische Bedeutung haben. Das Fetalblut kénnte bei 
solchen Zustiinden dem miitterlichen Blut O, entziehen und das 
Leben der Frucht auch bei relativ geringem O,-Druck gewihr- 
leisten (vgl. *°), — Bei akuter Asphyxie diirfte hingegen die 
hihere O,-Affinitit des Fetalblutes belanglos sein; denn fetale 
Gewebe sind, wie ich mit Reiss**) gezeigt habe, gegen Erstickung 
resistenter als Gewebe des Erwachsenen. Bei akuter Asphyxie 
mus also der Tod der Mutter eintreten, bevor fir den Fetus 
Lebensgefahr besteht*’), 

Wir konnten dies sehr eindrucksvoll an neugeborenen Miusen 
zeigen. Die Tiere leben in reinem Leuchtgas oder Wasserstoff 
lange Zeit (mehr als 30 Minuten) ohne merkliche Schidigung, 
wihrend erwachsene Tiere schnell eingehen *). 

Das Muskel-Hdmoglobin des Menschen ist mit keinem seiner 
Dlutfarbstoffe identisch. Seine hervorragendste Kigenschaft ist die 
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gewaltige Affinitdt zu O,. Muskelhimoglobin kann also dem zirky. 
lierenden Blute auch bei sehr schlechter Arterialisierung Sauey. 
stoff entziehen. Dies diirfte bei angestrengter Muskelarbeit, }.j 
der die Lungenventilation nicht geniigt, von groBer biologische 
Bedeutung sein. Theorell?*) hat in seinen grundlegenden Unter. 
suchungen iiber das Muskelhimoglobin des Pferdes ebenfalls gsehy 
hohe Affinitit zu O, gefunden und als erster die Ansicht aus. 
gesprochen, da8 Muskelhimoglobin ein Sauerstoffspeicher de; 
Muskeln sei. Seine Beobachtungen und Schliisse gelten — wie 
hier gezeigt wurde, auch fiir das Muskelhimoglobin des Menschen, 


Das wesentliche Ergebnis der vorliegenden Abhandlung ist 
wohl die Erkenntnis, daB in einem einzigen Organismus mehrere 
Himoglobine nebeneinander vorkommen, und daB ihre O,-Affinitit 
derart abgestummt ist, daB sie den Anforderungen des Organismus 
am besten gerecht wird. Diese Abstimmung der O,-Affinitit er. 
folgt 1. durch Bindung ein und desselben Himins (Protohimin) 
an verschiedene Globine; 2. durch Einbau des Hamoglobins in 
Blutkérperchen spezifischer Zusammensetzung. 
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Uber Globin und seine hamatfine Gruppe”). 
Von 
Felix Haurowitz. 
(Unter Mitarbeit von Franz Kraus und Adolf Winkler)*. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitit in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Februar 1935.) 


Die besondere biologische Bedeutung des Globins beruht 
darauf, daB es dem Himineisen die Fiihigkeit verleiht, 1 Molekiil 
Sauerstoff dissoziabel zu binden. Erst durch Kupplung mit Globin 
wird also das Fe-Atom der prosthetischen Gruppe respiratorisch 
wirksam. 

Nachdem Hill und Holden’) ein Verfahren zur Darstellung nativen 
Globins angegeben hatten, ist das Globin verschiedener Himoglobine und 
Chlorocruorine dargestellt worden [Roche®)]. Allen bisher untersuchten 
Globinen kommt die Fihigkeit zu, mit Himin in sodaalkalischer Lisung 
zu ,,Methiimoglobinen‘‘ zusammenzutreten, die bei Reduktion in ,,Hiimo- 
globine“ iibergehen, d. h. in Stoffe, die molekularen Sauerstoff dissoziabel 
binden und sich hinsichtlich ihres Absorptionsspektrums und anderer Eigen- 
schaften wie natiirliche Himoglobine verhalten {Roche?), Haurowitz und 
Waelsch’), Herzog und Sebesta‘)). 

Die Fiahigkeit zur Kupplung von Ham (Himin) und Bildung 
von Haimoglobinen ist das einzige typische Unterscheidungsmerkmal 
der Globine von anderen KiweiBkérpern. 

Es schien eine Zeit lang, als ob basischer Charakter und hoher Gehalt 
an Histidin fiir Globin typisch seien. Dies gilt jedoch nur fiir das Globin 
héherer Tiere. Die Globine der Avertebraten sind zumeist deutlich saure 
EiweiBkérper mit geringem Gehalt an Histidin [Svedberg’), Pedersen’, 
Roche’)}. 

Gemeinsam mit Waelsch habe ich gezeigt§), daB die Bindung 
des Haimins an Globin durch das Fe-Atom des Himins vermittelt 
wird. Es ist jedoch unbekannt, welche Atomgruppe des Globins 
an Himin-Fe gebunden wird und ihm die wichtige Fahigkeit zur 
Bindung molekularen Sauerstoffes verleiht. Da alle Globine hierzu 


*) 18. Mitteilung zur Chemie des Blutfarbstoffes. 
**) Die von meinen Mitarbeitern durchgefiihrten Versuche sind im Text 
als solche bezeichnet. 
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n gleicher Weise imstande sind, hat man wohl anzunehmen, daB 


a allen eine besondere yhimafi fine“ Atomgruppe gemeinsam 


ist, die anderen Proteinen fehlt. Uber die We in Natur dieser 
piologisch bedeutungsvollen Gruppe ist bisher nichts bekannt. 


Die ersten Versuche zu ihrer Aufklirung hatte Zeynek®*) unternommen. 
Er hatte Himoglobin der Pepsinverdauung unterworfen und gehofft, dab 
der himinbindende Teil des Globins am Hiimin haften bleibe und derart 
‘soliert werden kénnte. In Fortsetzung dieser Versuche habe ich Himo- 
clobin der W irkung von Trypsin ausgesetzt*), wiihrend Waelsch"') die 
Einwirkung von Lauge auf Haimoglobin untersuchte. Bei all diesen Ver- 
suchen trat jedoch Spaltung oder Umlagerung der Bindung zwischen Globin 
und Hiimin ein, so daB keine Riickschliisse auf die chemische Natur der 


himaffinen Gruppe mdglich waren. 

In der vorliegenden Abhandlung wurden die chemischen und 
physikalisch-chemischen Kigenschaften des Globins niher unter- 
sucht, ferner die Bedingungen der Kupplung von Hiimin an Globin, 
an Globinderivate und an verwandte Substanzen niedrigen Mole- 
kulargewichtes; die Untersuchungen sollten iiber die Konstitution 
der hiimaffinen Atomgruppe des Globins und iiber den Mechanis- 
mus der Kupplung niheren Aufschlu8 geben. 


A. Bestimmung der isoelektrischen Reaktion von nativem Globin, 
Methémoglobin und CO-Hamoglobin. 

Die isoelektrische Reaktion des Globins wurde neu bestimmt 
und mit jener des Methimoglobins verglichen, um iiber die saure 
oder basische Natur der himaffinen Gruppe niihere Kenntnis zu 
gewinnen. Bei Abspaltung des Oxyhimins aus Methimoglobin 
und Umwandlung des letzteren in Globin sind 2 verschiedene 
Anderungen der Gesamtladung zu erwarten, die einander zum 
Teil aufheben kénnten: 1. Verlust zweier negativ geladenen 
COOH-Gruppen aus den Seitenketten des abgespaltenen Hiimins 
und 2, Auftreten einer neuen negativen oder positiven Ladung, 
sofern die freiwerdende himaffine Gruppe sauer oder basisch 
dissoziiert. Durch den zuerst beschriebenen Vorgang sollte die 
isdelektrische Reaktion eine Verschiebung nach > p,, erfahren, 
durch den zweiten Vorgang eine Verschiebung nach < oder > py, 


je nach der sauren bzw. basischen Dissoziation der himaffinen 


Gruppe. 

Diese Uberlegung geht von der Voraussetzung aus, daB Gewinn oder 
Verlust einer einzigen Ladung die isoelektrische Reaktion merklich ver- 
schiebt. Dies ist in dem hier untersuchten Fall zu erwarten. Denn Hiimo- 
globin besitzt nach Titrationen von Wo. Pauli”) auf je 1 Fe-Atom nur 
11 saure und 11 basische Atomgruppen. 
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Zur Bestimmung der isoelektrischen Reaktion dienten Kats, 
phoreseversuche in Phosphatpufferlésung. Globin, Methimoglobj, 
und CO-Himoglobin wurden unter vollkommen identischen pp. 
dingungen untersucht. Dve isoelektrische Reaktion des Globiy, 
und Co-Hdmoglobins lag bei p,, 6,8—6,9, jene des Methiimoglobin; 
bet p,, 7,0 (vgl. Tab. 1). 


Der fiir CO-Hb gefundene Wert stimmt mit jenem iiberein, dy 
Michaelis”) bei den Ferroverbindungen Hb, O,Hb und COHb gefundy 
hatte. — Svedberg") hat kiirzlich an ungereinigten zellhaltigen Lisungy 
von O,Hb und COHb py 6,92 gefunden, an Lésungen von Met-Hb py, 7,04 
Reines Globin und Methimoglobin vom Pferd sind bisher nicht untersuch; 
worden. G. und M. Adair") fanden fiir CO-Hb aus Schafblut eine Ap. 
hiingigkeit der isoelektrischen Reaktion von der Konzentration der ap. 
wesenden Salze; ihre Werte liegen bei py 6,7—7,2; bei elektrometrische; 
Titration des gleichen CO-Hb fanden sie eine isoionische Reaktion yoy 




















Px 7,6. — Einen adhnlichen Wert ergaben elektrometrische Titrationen yoy 
Roche") und von Laporta" fiir die isoionische Reaktion des native: 
Globins. 
Tabelle LI. 
Kataphoreseversuche. 
Isoelektrische Reaktion 
Substanz _ serial 
in m/10-Phosphat | in m/35-Phosphat 
Natives Globin ...... 6,84 +- 0,1 | 6,90 + 0,1 
CO-Himoglobin I. ..- . 6,86 + 0,05 
CO-Hiimoglobin II. . .. . 6,73 + 0,05 6,84 + 0,05 
Methiimoglobin ...... | 7,01 + 0,05 





Die Kataphoreseversuche ergeben also, dab Globin keineswegs 
stirker basische, vielleicht sogar stirker saure Eigenschaften hat 
als Methamoglobin. Dieses kann wohl nur durch die Annahme 
erklirt werden, daB bei Abspaltung des Himins aus Methimo- 
globin eine saure Gruppe des Globins frei wird, daB also die 
himaffine Gruppe saure Eigenschaften hat. 

Die Versuche zeigen ferner in Ubereinstimmung mit den 
Messungen von Michaelis'’) und Svedberg?4), daB die iso- 
elektrische Reaktion der Ferroverbindungen Hb, O,Hb und COH) 
bei stdrker sawrer Reaktion liegt als jene der Ferriverbindung 
Methimoglobin. Dies ist verstiindlich, wenn man mit Conant” 
annimmt, daB bei Reduktion des Methiimoglobins zu Hiimoglobin 
eine positive Ladung des Fe-Atoms verloren geht: 


N Oxydati N 
Nret }OH7  <——™" ~/‘“Nre | + H,0 
NZ Reduktion NZ 


Methimoglobin. Himoglobin. 
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Die Feststellung dieser Differenz der isoelektrischen Reaktionen ist 
wertvoll, weil sie zeigt, da8 durch die angewandte Methode Veriinderungen 
der Dissoxtation einer einxigen Atomgruppe erfaBt werden. 


Versuche. 1. Darstellung der Losungen. Natives Globin wurde 
nach dem Verfahren von Anson und Mirsky") in der Modifikation von 
Laporta’’) teils aus gewaschenen roten Blutkérperchen vom Pferd, teils 
aus krystallisiertem CO-Himoglobin des gleichen Blutes dargestellt. Die 
Krystalle des CO-Hb waren nach dem Verfahren von Hari*®) gewonnen 
worden. Aus dem rohen Globinchlorid wurde durch allmihlichen Zusatz 
der berechneten Menge n/10-NaOH natives Globin herausgelést, durch 
mehrtiigige Dialyse im Eisschrank von Salzen befreit und durch Stehen- 
lassen im Vakuum iiber Calciumchlorid eingeengt. — CO-Hb I der Tab. I 
ist eine Lésung der CO-Hb-Krystalle in Wasser. — Ein Teil der CO-Hb- 
Krystalle wurde durch iiberschiissiges Ferricyankalium in Methimoglobin 
umgewandelt; bei Dialyse gegen dest. Wasser im Eisschrank fielen all- 
mihlich Krystalle von Methimoglobin aus; sie wurden mit eiskaltem Wasser 
gewaschen, dann in Wasser gelést. — Ein Teil dieser Lésung wurde vor- 
sichtig durch die eben nétige Menge Na,S,0, reduziert, CO eingeleitet und 
in CO-Atmosphire 6 Tage gegen eiskaltes Wasser dialysiert (= CO-Hb II). 
Alle Lésungen waren durch die Dialyse praktisch frei von Alkohol und 
Salzen geworden. 


2. Kataphorese. In die Mittelkammer des von Landsteiner und 
Pauli*!) angegebenen Apparates kam die mit Phosphatpufferlésung ver- 
diinnte EiweiBlésung; sie enthielt etwa 0,5°/, EiweiB und m/10- oder m/35- 
Puffer. Die Seitenkammern enthielten die eiweiffreie Pufferlésung und 
waren durch KCl-Agar-Briicken mit Ag-Elektroden in gesiittigtem KCl 
verbunden. Die ganze Vorrichtung wurde durch einen Thermostaten auf 
etwa 15° gehalten. Der Innendurchmesser aller Kammern war 7 mm, 80 
da8 bei den gefiirbten Priparaten der isoelektrische Punkt aus der Wan- 
derungsgeschwindigkeit der Grenzfliche mit grofer Genauigkeit berechnet 
werden konnte [vgl. hierzu dihnliche Versuche von Pedersen‘) und The- 
orell?)}, Jeder Versuch wurde durch Umkehr des Stromes (220 V) und 
neuerliche Bestimmung kontrolliert. Bei den farblosen Globinlésungen 
lieB sich die Grenzfliche an der Tyndalltriibung der Lésungen bei Be- 
leuchtung mit einem intensiven Lichtstrahl erkennen; sicherheitshalber 
wurde bei jedem dieser Versuche die Seitenkammer in der friiher®) be- 
schriebenen Weise auf ihren Gehalt an Globin gepriift. 


B. Isoelektrische Reaktion von nativem und denaturiertem Globin. 


Die isoelektrische Reaktion des denaturierten Globins liegt 
nach Flockungsversuchen von Osato?’) und elektrometrischen 
Titrationen von Laporta!’) bei p, 8,0—8,4. Sie weicht also 
von der isoelektrischen Reaktion des nativen Globins sehr weit 
ab. Es schien wichtig, diese ungewodhnlich starke Abweichung 
auf einem zweiten Wege nachzupriifen; Flockungsversuche ergaben, 
daB das Fdllungsoptimum des nativen Globins bei p, 7,1 + 0,3 
liegt, jenes des denaturierten Globins bei p,, 8,2 + 0,3. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXXXII. 11 
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Bei Denaturierung verschiebt sich also die isoelektrisch 
Reaktion des Globins betrichtlich nach alkalischer Reaktiop 
Gleichzeitig verliert Globin die Fahigkeit mit Him zu Hino. 
globin zusammen zu treten. Denaturiertes Globin bildet mit Hin 
— ebenso wie andere denaturierte EiweiBkérper — _ ,Himo. 
chromogene“, die nicht imstande sind, molekularen Sauerstof 
dissoziabel zu binden [Holden*)]. Es liegt daher nahe anz. 
nehmen, daB bei Denaturierung eine Veranderung der himafiine 
Gruppe des Globins erfolgt. 

Es sei jedoch betont, dab das Flockungsoptimum des denaturierte, 
Globins von der Art der Denaturierung abhingt und daB unter Umstindey 
auch Flockungsoptima im sauren Gebiet beobachtet wurden [vgl. *)]. 

Versuche. Globin vom Rind wurde nach dem Verfahren Laportas" 
dargestellt. Das bei der Darstellung abfallende denaturierte Globin wurde 
abfiltriert und in wenig Wasser suspendiert. Je 2 ccm Boratpuffer nach 
Sérensen wurden mit 0,05 ccm der Globinsuspension versetzt, gemischt 
und die auftretende Triibung beobachtet. Der Puffer war von py 7,6—88 
um je 0,15 abgestuft. Bez py 8,2 war ein sehr deutliches Maximum der 
Triibung xu erkennen. 

Je 2 ccm Pufferlésung (SGrensen) wurden mit 1 cem einer 0,3°/,igen 
Lésung von nativem Globin bzw. Oxyhimoglobin vom Rind versetzt. Das 
Globin war nach Laporta (vgl. oben) dargestellt, das Oxyhimoglobin aus 
den gewaschenen Erythrocyten durch Toluolhimolyse nach Heidelberger") 
gewonnen und von Stroma und Lipoiden durch Zentrifugieren befreit. Die 
Pufferlésungen waren Citratpuffer (SGrensen) von py 5,7—6,3, Kakodylat 
(Michaelis) von py 6,2—7,4 und Borat (SGrensen) von py 7,6—8,8. Die 
Puffer waren um je 0,3 py-Einheiten abgestuft. Die Fallung wurde durch 
Zusatz von 1 ccm Aceton erzielt. Die Reaktion der Lésungen wurde dabei 
verindert, muBte daher nach Ende des Versuches colorimetrisch neuerlich 
bestimmt werden. Die maximale Triibung trat bei dem Kakodylatgemisch 
Py 7,4 ein, dessen py nach Zusatz des Acetons mit Bromthymolblau zu 7] 
bestimmt wurde. 


C. Einwirkung verdiinnter Sauren und Laugen auf die Bindung 
zwischen Hamin und Globin. 

Ks ist bekannt, daB das Kisenatom in komplexen Verbin- 
dungen saure, neutrale oder basische Reste binden kann. Die 
komplexe Bindung von Siuren wird zumeist durch Mineralsiuren 
gestért, die Bindung von Basen durch starke Alkalien. Unter- 
sucht man in dieser Hinsicht die Bindung zwischen Himineiset 
und Globin, so findet man, daB die Kupplung am besten i 
schwach alkalischem Medium verliuft [Hill und Holden»). Man 
findet ferner, daB die Bindung der beiden Komponenten des Blut- 
farbstoffes durch Mineralsiuren schnell gesprengt wird, da sie 
jedoch gegen Laugen sehr bestindig ist. 
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Die Hiimoglobine mancher Tierarten werden zwar durch verdiinnte 


; Laugen schnell zersetzt [v. Kriiger”’)|; gegen konxentrierte Laugen sind 
: jedoch alle Hémoglobine sehr bestindig [Philipp*‘)]. Dieses paradoxe Ver- 
 halten gegen starke Laugen ist offenbar auf deren hohen Salzgehalt zuriick- 
- qufiihren, auf ihre wasserentziehende Wirkung. Denn die zersetzende 


Wirkung verdiinnter Laugen wird abgeschwicht, wenn man reichlich NaCl 
oder Glucose zusetzt. Vermutlich besteht die Wirkung der verdiinnten 
Laugen in einer Denaturierung des Globins**) und wird durch groBe Mengen 
wasserentziehender Mittel verlangsamt [vg]. Chick und Martin™)]. Die 
komplexe Bindung aurschen Globin und Himin-Eisen wird offenbar durch 
Lauge nicht gespalten, sonst miiBte man diese Spaltung auch bei Anwendung 
konzentrierter Laugen beobachten. 

Versuche. Vorversuche hatten in Ubereinstimmung mit Philipp 
ergeben , daB menschliches Hiimoglobin gegen konzentrierte NaOH viel 
resistenter ist als gegen verdiinnte NaOH. War die angewandte Lauge 
36°/,ig, so trat Ausfillung des Himoglobins ein. — Je 1 cem einer 0,1°/,igen 
Lisung von Oxyhiimoglobin des erwachsenen Menschen wurde mit 10 ecm 
Wasser bzw. 10 ccm gesattigter Kochsalzlésung versetzt, dann 2 cem n/4-NaOH 
zugefiigt; in dem Versuch mit Kochsalzlésung war auch die n/4-NaOH mit 
NaCl gesittigt. Die nach v. Kriiger*’) bestimmte Zersetzungszeit war in 
der wiBrigen Lauge 50 Sekunden, in der mit NaCl gesiittigten Lauge 
50 Minuten. In der letzteren trat allmihlich Triibung durch ausfallendes 


EiweiB auf. 


D. Kupplung von Hamin mit substituierten Globinen. 


Globin vom Rind wurde mit einer Reihe substituierender 
Agentien behandelt und seine Fahigkeit zur Kupplung mit Himin 
gepriift, um festzustellen, welche Atomgruppen fiir die Kupplung 
wesentlich sind. Naturgemi8 konnten nur solche Reagentien An- 
wendung finden, die keine Denaturierung des Globins herbeifihren, 
nimlich: 1. Jodlésung (zur Besetzung aromatischer Tyrosinringe 
haw. Oxydation labiler SH-Gruppen), 2. Diazolésungen (zur Besetzung 
der Tyrosin- und Histidingruppen), 3. Formol (Aminogruppen), 
4, Nitroprussid—Natrium (SH-Gruppen) und 5. Hydroxylamin bzw. 
FeCl, (Keto- und Enolgruppen). Wurde Globin mit 1—5 Aqui- 
valent dieser Reagentien behandelt, so behielt es die Fiahigkeit 
zur Kupplung von Hamin. GroBe Mengen der gleichen Reagentien 
vernichteten zum Teil die Kupplungsfihigkeit des Globins. Am 
wirksamsten war in dieser Hinsicht Jodlésung. Aber auch ihre 
hemmende Wirkung war erst bei Anwendung von 20—30 Aqui- 
valent Jod vollkommen (vgl. Tab. II). Die in Tab. II zusammen- 
gefaBten Ergebnisse lassen keine sicheren Schliisse auf die Kon- 
stitution der himaffinen Gruppe des Globins zu; sie zeigen blob, 
dab weder frete Aminogruppen noch auch Ketogruppen als Haft- 
stellen des Héimineisens wahrscheinlich sind. 


at° 
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Versuche. 10 mg natives Globin vom Rind, d. i. 0,0006 Milliiiquivalen; 
Globin wurden in 3 ccm Wasser geldst, 0,3 cem 1°/,iger Sodalésung 2y. 
gefiigt und im Kontrollversuch direkt mit der iiquivalenten Menge Himiy 
versetzt, niimlich 0,4 mg Chlorhimin in 1,8 cem n/100-Sodalésung. Es tra; 
sofort Farbumschlag nach Rot und das Spektrum des Methimoglobins anf 
nach weiterem Zusatz von 2 Tropfen Ammonsulfid das Spektrum des redy. 
zierten Himoglobins und nach Schiitteln mit Luft jenes des Oxyhiimo. 
globins. — Gleiche Mengen Globin (10mg) wurden nach Zusatz von 0,3 cc 
1°/,iger Sodalésung im Eisbade mit steigenden Mengen von m/100-Lésungep 
der in Tab. II angegebenen Reagentien behandelt und nach 10 Minutey 
dauernder Einwirkung der Reagentien wieder mit Himin gekuppelt. |) 
Tab. II ist die gelungene Kupplung, die durch den oben beschriebeney 
Spektralbefund nachgewiesen wurde, durch + bezeichnet, die miBlungene 
Kupplung (Auftreten eines Hiimochromogenspektrums an Stelle des Hiimo. 
globinspektrums) mit —, schlieBlich das Auftreten eines Mischspektrums, 
also teilweise gelungene Kupplung, mit einem Fragezeichen. | 


Tabelle II. 
Kupplung substituierter Globine mit Himin. 























Reagens . Diazo- _ 
Jod Diazo-| benzol- — Nitro- FeCl. | NH.OH Kon- 
rae benzol sulfo- prussid ' . trolle 
ecm | Aquiv. siiure 
0,05 08 | +] + + “ + “ + - 
0,1 17] +] + + + ~ “ “ - 
0,2 33] + | + - 4 ae a + - 
0,4 67)? | + + > “ + + ~ 
0,8 13 —- | + ~ + + - + - 
1,6 27 ~ ? ? oom a + + 
8,2 53 -j|- ~~ ? + + + + 
6,4 107 - -_ — ? as he + “ 


























In Tab. II bedeutet ,Jod“ eine m/100-Lésung von Jod in Jodkalium. 
,Diazobenzol“ und ,,Diazobenzolsulfosiure’ wurden aus 1/100 Mol Anilin 
bzw. Sulfanilsiiure mit der berechneten Menge Nitrit und HCl bereitet und 
die Lésung mit Wasser auf 1000 ccm verdiinnt. Um die Gegenwart freier 
salpetriger Siure zu vermeiden, wurde eine kleine Menge Harnstoff zu- 
gefiigt. — Bei Anwendung der m/100-Nitroprussid-Na-Lisung wurden zur 
Lésung des Globins an Stelle von Soda 3 ccm gesiittigter Ammonsulfatlésung 
und 3 Tropfen konzentrierten Ammoniaks zugefiigt. Zur Reduktion diente an 
Stelle des Ammonsulfids das Stokesche Reagens (Ferrotartrat). Die zweite 
Kolonne der Tabelle gibt an, wieviel Mol Reagens auf 1 Mol Himin bzv, 
1 Aquivalent Globin entfallen. 


E. Die Bindung des Schwefels im Globin. 


Die Bindung des Schwefels im Globin wurde niher unter- 
sucht, weil der Verlust der Kupplungsfahigkeit des Globins bei 
Denaturierung an labile SH-Gruppen als Haftstellen des Himins 
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denken lie8. Denn durch Untersuchungen von Heffter*!) und 
Harris®?) ist bekannt, daB bei Denaturierung Veriinderungen an 
den SH- und SS-Gruppen eintreten. Der Schwefelgehalt art- 
verschiedener Hiimoglobine ist verschieden und betrigt 2—5 S- 
Atome auf je 1 Fe-Atom. Nach Vickery**) und Block*4) ent- 
fallen auf 1 Fe-Atom nur 0,3—0,9 Aquivalent Cystin und Cystein. 
Wir haben daher im Hy drolysat des Hiimoglobins nach anderen 
S-haltigen Verbindungen gefahndet, nach Methionin, nach Thio- 
jimidazolverbindungen und nach Thioketonverbindungen. Die beiden 
letzteren waren nicht nachweisbar; auch Methionin kommt nicht 
als Haftstelle des EKisens in Betracht, denn die Zeiselbestimmung 
lieferte weniger als 1 Aquivalent CH, auf je 1 Fe, wobei unent- 
schieden bleibt, ob das entwickelte Jodmethyl aus Methionin oder 
einer anderen V erbindung mit leicht abspaltbarem CH, stammt. 
Ks gelang schlieBlich nachzuweisen, daB die Hauptmenge des 
Schwefels als Cystin bzw. Cystein vorliegt und friiheren Unter- 
suchern entgangen war, weil bei der iiblichen Siurehydrolyse 
ihre Zerstérung unter dem katalytischen Einflu8 des Hamineisens 
erfolgt. Entfernt man vor der Hydrolyse das Himin, so findet 
man im Hydrolysat reichlich Cystin bzw. Cystein. — Die Cystin- 


baw. Cysteingruppen des Globins sind — vielleicht aus riéum- 
lichen Griinden — nicht sehr reaktionsfihig. Sie geben — wie 


bereits Meldrum*) fand — keine Rotfairbung mit Nitroprussid— 
Natrium und Cyanid. 

Versuche (mit Adolf Winkler und Franz Kraus). Natives Globin 
war fiir diese Versuche nach Laporta") dargestellt worden. Weder dieses 
Globin (vom Rind), noch auch das bei der Darstellung abfallende denatu- 
rierte Globin gab mit Nitroprussid—Natrium, Ammoniak und Ammonsulfat 
in der Anordnung von Harris®*') eine Rosafirbung. 

Die Priifung mit dem Zhioketonreagens nach Grote**) fiel negativ aus. 
Zur Priifung auf Thioimidaxolverbindungen wurden 10 g Himoglobin (Pferd) 
nach Kossel*’) mit HCl hydrolysiert, das Hydrolysat mit Sublimat be- 
handelt und der S-Gehalt der rohen Histidinfallung bestimmt. Zur S-Be- 
stimmung bedienten wir uns in allen Fallen des von Waelsch und Kle- 
petar®) angegebenen Veraschungsgemisches. Aus 10 g Himoglobin erhielten 
wir 0,65 g roher Histidinfraktion und fanden darin 6,3 mg BaSO, = 0,85 mg S 
oder 0,045 Aquivalent S auf 1 Fe. — Zur Priifung auf Methionin wurden 
152 mg Globin (Rind) mit HCl hydrolysiert, dann das eingeengte Hydrolysat 
mit HJ im Zeiselapparat behandelt und iibergehendes Jodmethyl nach 
Kirpal®%) in Pyridin absorbiert und titriert; Verbrauch an n/100-AgNO, 
= 0,51 eem, entsprechend 0,52 Aquivalent } Methionin auf je 1 Fe-Atom des 
Hi imoglobins. 

Zum Nachweis und zur Bestimmung des Cystins und des Cysteins 
wurde Globin vom Pferd nach der Vorschrift von Vickery und White*) 
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mit Zinn und Schwefelsiure hydrolysiert und aus dem Hydrolysat Cysteiy 
durch Kupferoxydul niedergeschlagen. Der Niederschlag wurde mit SH, 
zerlegt, iiberschiissiges SH, und SO,-Ionen nach Vorschrift entfernt. Teile 
der Lésung wurden qualitativ mit Nitroprussid—Ne und mit Naphthochinop. 
sulfosiiure [nach Sullivan*)] gepriift und gaben starke Reaktion anf 
Cystein. Ein Globinpraéparat mit 0,32°/, Gesamt-S ergab 0,23°/) Cystein-¢ 
ein zweites Priiparat mit 0,46 °/, Gesamt- S ergab 0,27 °%/, Cystein-S. 

Belege. Priparat I: 0,1563 (0,1507) g = 3,7 (3,5) mg BaSO,; 0,464 , 
Subst. = 8,1 mg BaSO, aus der Cysteinfraktion d. i. 72°), Cystein-S), 

Priparat II: 0,2359 g Subst. = 8,0 mg BaSO,; 2,64 g Globin hydro. 
lysiert, in einem 0,486 g Subst. entsprechenden Teil der Cysteinfraktion gef, 
6,9 mg BaSO,, d. i. 43°/, Cystein-S. 

Die Globinpriiparate enthielten stets noch kleine Mengen beigemengtey 
Himins. Die Ausbeuten an Cystein-S sind daher als Minimalwerte an. 
zusehen. Es ist durchaus méglich, daB der gesamte S des Globins in Form 
von Cystin bzw. Cystein vorliegt. 


F. Versuche zur Kupplung von Hamin an Imidazolderivate, 
Cysteinderivate und andere N-haltige Substanzen. 


Hinleitend ist bereits erwihnt worden, daB die Globine hoherer 
Tiere reich an Histidin sind. Kiister*!) hat als erster den nahe- 
liegenden SchluB gezogen, daB die Imidazolgruppen dieser Histidin- 
reste Haftstellen des Haimins seien. Diese Anschauung wurde in 
den letzten Jahren dadurch gestiitzt, daB Himin mit 4-Methyl- 
imidazol eine besonders bestaindige komplexe Verbindung eingeht 
[Holden*), Langenbeck*’)]. Das Verhalten des Methylimidazols 
darf jedoch nicht auf andere Imidazolderivate iibertragen werden. 
Die Versuche ergaben, daB vor allem Histidin keinerlei stabile 
Verbindung mit Hdamin bildet. — Auch Cystein, Glutathion und 
eine Reihe anderer Aminosduren erwiesen sich als unfahig, mit 
Hiimin stabile Komplexe zu bilden. 


Versuche. 10 mg Chlorhimin (Schalfejew) wurden in 50 cem m,5- 
Dinatriumphosphat durch Erwirmen gelést und je 3 cem dieser Lisung mit 
dem gleichen Volumen einer 1°/, igen Liésung von Histidin bzw. 4-Methy]- 
imidazol bzw. 2-Thio-4-methylimidazol gemischt, dann 3 cem m/5-Mono- 
kaliumphosphat zugesetzt. Thiomethylimidazol war wegen seiner geringen 
Wasserléslichkeit in Methanol gelést, dann mit Wasser verdiinnt worden. 
Unter den beschriebenen Bedingungen gab nur 4-Methylimidazol deutlichen 
Farbenumschlag nach Rot und das von Holden*) und Langenbeck*) 
beschriebene Parahimatinspektrum. Histidin und Thiomethylimidazol ver- 
hielten sich nicht anders als Alanin, Leucin, Glycin, Tyrosin, Cystin oder 
Glutathion. Keine dieser Verbindungen bewirkte den Farbenumschlag nach 
Rot und Auftreten eines Parahimatinspektrums. Zusatz einer neutralen 
Lésung von Na,S,O, zu dem Gemisch von Hamin und Imidazolderivat 
bzw. Aminosiiure verursachte in allen Fallen das Auftreten einer rosenroten 
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Firbung und eines Himspektrums. Nur in der 4-Methylimidazol enthaltenen 
Lésung trat deutlich ein scharfes 2 streifiges Himochromogenspektrum auf, 
ein Zeichen der Komplexbildung. 

Das zu diesen Versuchen benotigte Methylimidazol wurde nachWindaus 
und Knoop*‘) dargestellt, das Thiomethylimidazol nach Gabriel und 


Pinkus*). 


G. Zusammenfassung und Erorterung der Ergebnisse. 


Der vorliegenden Abhandlung liegt die Annahme zugrunde, 
daB allen Globinen eine besondere Atomgruppe gemeinsam ist, 
die sie von anderen KiweiBkérpern unterscheidet und die dem 
Himineisen die Fiahigkeit verleiht, molekularen Sauerstoff disso- 
ziabel zu binden. Die Eigenschaften dieser , himaffinen“ Atom- 
gruppe sollten durch chemische und physikochemische Versuche 
aufgeklirt werden. 

Die Versuche ergaben zunichst, daB der isoelektrische Punkt 
des Globins (p,, 6,8—6,9) nahezu im gleichen, vielleicht in stirker 
saurem Bereich liegt als jener des Methimoglobins (p,, 7,0), trotz- 
dem letzteres bei der Bildung des Globins die beiden COOH- 
Gruppen des Himins verliert. Zur Erklirung dieser Beobachtung 
wird angenommen, daB das Haémin—Hisen vm Methdmoglobin an 
einer sauren Gruppe des Globins haftet und daB diese ,,haimaffine“ 
Gruppe bei Abspaltung des Himins frei wird, dissoziiert und dem 
Globin stirker saure Kigenschaften verleiht. Die starke Verschiebung 
der isoelektrischen Reaktion nach p,, 8,2, die Globin bei Dena- 
turierung erleidet, ist vielleicht auf Umlagerungen an dieser Gruppe 
zuriickzufiihren. — Fir die Annahme einer sauren himaffinen 
Gruppe spricht auch die Labilitét der Bindung zwischen Hamin 
und Globin gegen Séuren und die Stabilitait gegen starke Laugen: 
dies erinnert an das Verhalten komplexer Acidoferroate und 
-ferriate. 

Die von anderen Forschern vertretene Annahme einer basischen 
himaffinen Gruppe griindet sich auf den Histidinreichtum des Globins und 
auf die Bildung einer stabilen Verbindung von Himin mit 4-Methylimidazol. 
Gegen diese Annahme sprechen die neuen Befunde von Svedberg’) und 
Roche’), nach denen die Globine der Avertebraten saure EiweiBkérper mit 
geringem Gehalt an Histidin sind und die Versuche dieser Abhandlung, nach 
denen andere Imidazolderivate, vor allem Histidin, keine stabile Verbindung 
mit Himin eingehen. 


Behandlung des Globins mit groBen Mengen (50—100 Mol.) 


Diazolésung, Formol, Hydroxylamin, Nitroprussid—Natrium oder 
Kisenchlorid hemmt nicht wesentlich die Fahigkeit zur Kupplung 
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von Himin. Behandlung mit einer Lésung von Jod—Jodkalinn 
hemmt wesentlich stiirker; 10 Aquivalente dieser Lésung hemmey 
volistindig. Es ist unwahrscheinlich, daB die Wirkung des Jodes 
auf seinem Kintritt in die Tyrosinreste beruht und daB diese a 
himaffine Gruppen anzusprechen sind; denn diesfalls wire 2, 
erwarten, daB auch die Kupplung mit Diazolésungen die Kupp. 
lung hemmen wiirde. Es liegt daher nahe, an Oxydation voy 
SH-Gruppen durch Jod zu denken. Die Annahme einer hémaffinen 
SH-Gruppe ware mit ihrer Labilitait bei Denaturierung und dey 
sauren Charakter gut vereinbar. Hydrolyseversuche ergeben deny 
auch, daB der gréBte Teil des Globinschwefels als Cystin bay, 
Cystein vorhanden ist; Methionin, Thioimidazolverbindungen oder 
Thioketone lieBen sich nicht nachweisen. — Es ist jedoch darau{ 
hinzuweisen, daB Globin mit Nitroprussid—Natrium keine Reak. 
tion auf SH- oder SS-Gruppen gibt; offenbar sind diese Gruppen 
im Molekiil an andere Atomgruppen gebunden oder raumlich ab- 
gedeckt. Mit Glutathion, Cystin oder Cystein geben weder Hiimin 
noch auch Him komplexe Verbindungen vom Typus der Para. 
himatine oder Himochromogene. Es bleibt daher unentschieden, 
ob eine Thiogruppe des Globins oder eine O-haltige saure Aton- 
gruppe (vgl. hierzu Hiifner*) und Kiister4’) als Haftstelle des 
Himin—Eisens anzunehmen ist. 


Es sei schlieBlich erértert, ob das Héimin-Eisen tatsiichlich nur an 
eine einxige Atomgruppe des Globins gebunden ist. Conant*) hat kiirzlich 
in einem ausgezeichneten Vortrag Formelbilder verwendet, in denen 2 Koor- 
dinationsstellen des Fe-Atoms an Globin gebunden sind, wobei dahingestellt 
bleibt, ob die bindenden Atomgruppen des Globins sauer oder basisch sind. 
Die Annahme zweier bindender Gruppen des Globins begriindet Conant 
damit, daB auch in den Himochromogenen zwei fremde Molekiile angelagert 
werden, z. B. 2 Molekiile Pyridin. — Andererseits steht es fest, daB im 0,- 
und im CO-Hiéimoglobin O, und CO an das Eisenatom gebunden werden; 
Conant ist daher gezwungen anzunehmen, daB in diesen Verbindungen 
nur mehr eine einzige Bindung zwischen prosthetischer Gruppe und Globin 
erhalten bleibt. 


Man vermeidet diese Annahme, wenn man im Himoglobin einen Ersatz 
des O, bzw. des CO durch H,O annimmt und Hédmoglobin als Aquoverbin- 
dung formuliert. Fiir diese Annahme spricht vor allem die Beobachtung 
Zeyneks*®), daB bei scharfem Trocknen von Himoglobin im Hochvakuum 
bei Zimmertemperatur ein ,,Himochromogenspektrum“ auftritt, bei all- 
miihlichem Zustrémen feuchter Luft wieder ein Himoglobinspektrum. Fir 
die Annahme einer einzigen himaffinen Gruppe spricht ferner der Umstand, 
daB Methiimoglobin HCN, HF und H,S komplex zu binden vermag**). — 
Fiir Hiimoglobin, Oxyhimoglobin und Methimoglobin seien daher folgende 
Schemata vorgeschlagen: 
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In den Formeln bedeuten die 4N die N-Atome der 4 Pyrrolringe 
der prosthetischen Gruppe. Die Koordinationszahl des Eisens ist mit 6 
angenommen, 80 daB die Ferroverbindungen neben 2 ionogenen 4 koordi- 
native Bindungen enthalten, die Ferriverbindung Methimoglobin neben 3 
ionogenen 3 koordinative Bindungen. Um dies klarer zum Ausdruck zu 
bringen, wurden die ionogenen Bindungen ausgezogen, die koordinativen 
Bindungen punktiert dargestellt. Es sei jedoch auf die magnetischen Mes- 
sungen von Haurowitz und Kittel®°) verwiesen, nach denen all diese 
Bindungen nur durch die duBersten Elektronenschalen des Himin-Kisens 
vermittelt werden, ohne Beteiligung der Elektronen des 3 d-Niveaus. 

Fiir Methiimoglobin sind 2 Formelin xur Diskussion gestellt. In Formel I 
ist Einlagerung und ionogene Bindung der OH-Gruppe angenommen, in 
Formel II Einlagerung koordinativ gebundenen Wassers — wie im Himo- 
lobin — und Bindung des nicht eingelagerten OH-Ions durch das positiv 
aufgeladene Fe-Ion. Ks ist méglich, daB beide Formen des Methimoglobins 
existenzfihig sind und daB die eine Formel dem braunen ,,sauren“ Met- 
himoglobin zuzuschreiben ist, die andere Forme! dem roten ,,alkalischen“ 


Methiimoglobin. 
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Uber Methimoglobin und seine Verbindungen 
mit Wasserstoffperoxyd, mit Cyaniden, Fluoriden und Sulfiden”). 
Von 
Felix Haurowitz. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Februar 1935.) 


Vor wenigen Jahren habe ich’) gezeigt, da’ Methimoglobin die kata- 
latische Zersetzung des Wasserstoffperoxyds ebensogut beschleunigt wie 
Oxyhimoglobin. Neben der langsam verlaufenden Zersetzung des H,O, 
beobachtet man dabei eine schnell verlaufende Reaktion zwischen Met- 
himoglobin und H,O,; sie duBert sich in einem Farbumschlag von braun 
nach hellrot und Auftreten eines neuen Absorptionsspektrums, das K obert?) 
als erster beschrieben und auf Bildung eines ,, Wasserstoffsuperoxyd-Met- 
himoglobins“ zuriickgefiihrt hat. Ich habe diese Reaktion niher untersucht, 
weil hier der seltene Fall einer stabilen Zwischenverbindung von Katalysator 
(Methimoglobin) wnd Substrat (Wasserstoffperoxyd) vorliegt. 

Im Verlaufe dieser Untersuchung ergab sich, daB die Ver- 
bindung des Methimoglobins mit H,O, in mehrfacher Hinsicht 
den Verbindungen des Methimoglobins mit Cyaniden, Fluoriden 
und Sulfiden ahnelt. 

Diese Verbindungen verdienen wegen der hohen biologischen Wirksam- 
keit der an Methimoglobin gebundenen Stoffe besondere Beachtung. Cyanide 
und Sulfide sind als stirkste Gifte der Eisenkatalyse der Zellatmung und 
als Aktivatoren der Proteasen bekannt, Fluoride als spezifische Gifte des 
Kohlenhydratstoffwechsels und Wasserstoffperoryd als Produkt der kataly- 
tischen Dehydrierung und als Substrat der Katalase und Peroxydase. Es 
liegt nahe, die Wirkung dieser Stoffe in der Zelle auf Bildung von dhn- 
lichen Verbindungen mit Zellhiminen zuriickzufiihren. 

Aus diesem Grunde habe ich iltere Arbeiten iiber diese Ver- 
bindungen erginzt und die Ergebnisse vergleichend und zusammen- 
fassend erértert. Dabei stiitzte ich mich vor allem auf die grund- 
legende Arbeit Zeyneks’) tiber Cyanhimoglobin, auf Arbeiten von 
Derrien‘) und eigene Versuche5) iiber Fluormethimoglobin und 
auf die Untersuchung Keilins®) iiber Sulfomethimoglobin. Die 


Versuche ergaben: 
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1. Wasserstoffperoxyd reagiert ebenso wie HCN, HF und Hs 
sehr schnell mit der eeibnon Lésung des _,,sauren“ Methiimo. 
globins, sehr langsam mit der roten Lésung des , alkalischeys 
Methimoglobins. 

2. Zur Umwandlung der braunen Methimoglobinlésung jy 
die hellrote Lésung des H,O,-Derivates geniigt 1 Molekiil H. 0, 
auf je 1 Fe-Atom. 

Cyanhimoglobin enthilt nach Zeynek*) 1HCN, Fluormethiimoglobiy 
nach Haurowitz*) 1HF und Sulfomethimoglobin nach Keilin’) 1H 
auf je 1Fe-Atom. Nur die beiden zuerst genannten Verbindungen sind jy 
Krystallform erhalten worden. Die hellrote H,O,-Verbindung laéBt sich eben. 
falls durch Zusatz von Alkohol in der Kiilte krystallisiert abscheiden; die 
Krystalle zersetzen sich jedoch auch bei O° unter Umwandlung in braunes 
Methimoglobin. Offenbar wird das angelagerte Wasserstoffperoxyd all- 
miihlich katalatisch zersetzt. Daher scheiterten alle Versuche zur Rein- 
darstellung der Verbindung. 

3. Die Verbindung des Methimoglobins mit H,O, enthdlt noch 
3wertiges Hisen, denn sie liefert bei Spaltung mit HCl unter C0 
weder Ferroionen, noch auch Porphyrine, sondern Himin. 

Die Ferroverbindungen des Blutfarbstoffes (Himoglobin, Oxy- und 
CO-Hiimoglobin) spalten nach Einwirkung von HCl unter anaeroben Be- 
dingungen, z. B. unter CO, CO, Ferroionen ab und liefern Protoporphyrin, 
wihrend die Ferriverbindung Methimoglobin unter denselben Bedingungen 
lediglich Hiimin ohne eine Spur yon Porphyrinen liefert [Schumm]. 


4, HCN, HF, H,S und H,0, reagieren mit der prosthetischen 
Gruppe des Methimoglobins, denn bei dieser Reaktion wird das 
Absorptionsspektrum sehr stark verdndert. 


Das Absorptionsspektrum des Cyanhimoglobins wurde in einer friiheren 
Arbeit®) beschrieben, jenes des H,O,-Methimoglobins neu aufgenommen 
(Fig. 1). Es gleicht sehr weitgehend dem Absorptionsspektrum des Sulfo- 
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methiimoglobins von Keilin®), — Das Spektrum des Fluorderivates wurde 


ebenfalls neu bestimmt, denn zwischen friiheren eigenen Messungen®) und 
den Messungen anderer Forscher ergaben sich betriichtliche Unterschiede, 
auf die mich Herr Prof. O. Schumm (Hamburg) freundlichst aufmerksam 
gemacht hat. Die neue Untersuchung ergab, daf das Absorptionsmaximum 
des Fluormethémoglobins im Rot vom py abhdngt und in schwach saurer 
Lisung bei 610/611 my liegt, in neutraler Lésung bei 605/606 mu. Fluor- 
methiimoglobin verhilt sich wie ein Indicator, der zwischen py 5,4 und 6,2 
umschligt. Die Verschiedenheiten der Absorptionskurven in saurer und 
neutraler Lésung sind im iibrigen gering (vgl. Fig. 2). Wahrscheinlich be- 
trift die Umlagerung nicht die farbgebenden Gruppen des Fluormethiimo- 
globins sondern ihnen benachbarte Gruppen der EiweiBkomponente. 


5. HCN, HF, H,S und H,O, werden vermutlich an das Fe (3)- 
Atom des Methémoglobins gebunden; denn reduziertes Hiimoglobin 
reagiert mit keinem dieser Stoffe. Reduziert man die Verbindungen 
des Methimoglobin HCN, HF, H,S und H,O, mit Na,S,O,, so 
entsteht in allen Fallen das typische Absorptionsspektrum des 
Himoglobins. Vermutlich werden die eingelagerten Reste bei 


Reduktion abgespalten. 


Erorterung der Ergebnisse. 


Die eben mitgeteilten Beobachtungen lassen sich am besten 
verstehen, wenn man annimmt, daB HCN, HF, H,S und H,0, 
koordinativ an das Fe-Atom des Methémoglobins gebunden werden. 
Fir diese Auffassung sprechen auch friihere Uberfiihrungsversuche §) 
an Cyanhimin (Cyanhimatin), das spektroskopisch dem Cyanhimo- 
globin yollstandig gleicht, daher ihnlich gebaut sein diirfte. 


Die Farbkomponente des Cl-Hiimins wandert in neutralen Liésungs- 
mitteln kathodisch, das Cl-Ion anodisch. Lést man jedoch Cl-Himin in HCN, 
so wandern Farbkomponente und Cl-Ion anodisch. Dies ist nur verstind- 
lich, wenn man Einlagerung negativer Cyanreste in den Komplex des Himins 
anoimmt. Erteilt man dem Himineisen nach Conant’) die Koordinations- 
zahl 4, so wiirden zur koordinativen Sittigung 2 Cyanreste aufgenommen 
und das Fe-Atom negativ aufgeladen werden (I). 





rN. N NON 

[| ‘Fet¢  |Cl + 2HCN = |CN—3Fe~¢---ON| H* + HCl 
LN’ \n NY NN 
Cl-Himin. Cyanhiimin. 


Kiir das Methimoglobin wurden in der vorangehenden Mit- 
teilung Formeln mit koordinativ gesiittigtem EKisen abgeleitet. An 
Stelle der Anlagerung von HCN mu8 man hier Austausch von 
H,O gegen HCN oder Austausch von OH~ gegen CN~ annehmen 
vgl. II und IT). 
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HO-——Fe<.----- Globin} + HCN = | CN——Fe<.-. Globin |} + H,O 
NY \N | =— (ae 
Methimoglobin *). III Cyanhimoglobin. 


Analoge Gleichungen lassen sich fiir die koordinative Bindung 
von Fluoriden und von Sulfiden aufstellen. Bewm H,O, ist jedoch 
wegen seiner geringen sauren Dissoziation nur Gleichung II mi. 
lich. Alle Erfahrungen der Chemie komplexer Verbindungen 
sprechen fir Kinlagerung des ganzen Molekiils H,O, (nach ||) 
und gegen Einlagerung eines Anions HO,~ (nach II). Ks ist 
wahrscheinlich, daB Glewchung II auch fiir die drei anderen Ver. 
bindungen gilt, denn die Bildung all dieser Verbindungen erfolgt 
leicht bei saurer Reaktion, also bei Gegenwart undissoziierter 
Molekiile HCN, HF und H,S; bei alkalischer Reaktion, bei der 
die Jonen CN~, F~ und SH~ bestindig sind, erfolgt die Bildung 
nur langsam oder gar nicht. 


Es scheint bemerkenswert, dab H,O, von Methimoglobin in ahnlicher 
Weise gebunden wird wie die starken Zellgifte HCN, HF und H,S. &: 
wire daher denkbar, daB auch H,O, als Zellgift wirksam ist, und daB die 
Bedeutung der Katalase auf Beseitigung dieses Zellgiftes beruht. — Die 
Zwischenverbindung der Katalase mit H,O, scheint nach einem anderen 
Typus gebaut zu sein als Wasserstoffperoxyd-Methimoglobin; sie enthilt 
nach Albers’) auf je 1 Fe-Atom 2 Molekiile H,O,, wihrend Methimo- 
globin nur 1H,O, zu binden vermag. 


Durch die vorliegende Untersuchung ist eine Reihe von 
Arbeiten iiber Derivate des Himoglobins und Methimoglobins 
abgeschlossen. Sie sollten altere Arbeiten iiber diese Verbindungen 
erginzen. Kin Uberblick iiber die Ergebnisse fremder und eigener 
Untersuchungen ergibt, daB Himoglobin je 1 Molekil O,, C0 
oder NO koordinativ zu binden vermag, Methimoglobin je 1 Mole- 
kil HF, HCN, H,S und H,O,. Das Molekulargewicht all dieser 
Molekiile ist sehr klein, ihre Kinlagerung wahrscheinlich aus diesem 
Grunde erleichtert; analoge Verbindungen mit Molekiilen héheren 
Molekulargewichtes sind bisher nicht erhalten worden. — Die von 
Himoglobin eingelagerten Molekiile sind durchwegs neutral und 
H-frei, die von Methimoglobin eingelagerten Molekiile durchwegs 
schwache Séuren. In dieser Hinsicht ergibt sich also ein bemerkens- 





*) Eine Erklirung der hier verwendeten Symbole wurde in der voran- 
gehenden Mitteilung gegeben. 
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werter Unterschied zwischen der Bindungsfahigkeit des 2 wertigen 


ynd 3 wertigen Hisens. 
Ubersicht der Blutfarbstoffderivate. 




















- Himoglobinderivate Methiimoglobinderivate 
- Baieene Formel M.-G. Bezeichnung | Formel M.-G. 
ospsamaagiliin, coe & 32 Fluormethimoglobin | HF 20 
Kohlenoxydhimo- Cyanhimoglobin. . | HCN | 27 
globin. ....-. CO 28 Sulfomethimoglobin | H,S 34 
Stickoxydhimoglobin | NO 30 Hydroperoxyd-Met- | 
himoglobin . . . | H,0, 34 











In dieser Zusammenstellung fehlt von einheitlichen Verbindungen des 
Blutfarbstoffes nur mehr das Sulfhimoglobin, das von Keilins Sulfo- 
methimoglobin scharf zu unterscheiden ist. Es ist bisher unsicher, welche 
Verbindung im Sulfhimoglobin vorliegt und ob es Ferro- oder Ferrieisen 


enthiilt. 
Versuchsteil. 


Einwirkung von H,0, auf Methamoglobin. Oxyhimoglobin vom 
Pferd wurde in der friiher angegebenen Weise‘) 3 mal umkrystallisiert und 
durch 10-tigiges Stehen mit Alkohol bei 37° in Methiimoglobin umgewandelt. 
Die erhaltenen Methimoglobinkrystalle waren frei von Blutkatalase. Sie 
wurden in 5°/, Alkohol gelést; diese Stammlésung enthielt 5,3 °/, Methaimo- 
globin. — 25 cem der Methimoglobinlésung wurden mit 5 ccm m/10-Citrat- 
puffer (S6rensen) versetzt und 0,26 °/, H,O, zugefiigt, bis bei weiterem Zu- 
satz keine merkliche Anderung der Farbe und des Spektrums auftrat. Ver- 
brauch an H,O,-Lésung = etwa 1,0 ccm, d. i. etwa 1 Molekiil H,O, auf je 
1 Fe-Atom. Der typische Absorptionsstreifen des Mothimoglobine im Rot 
war in der erhaltenen Lésung ganz schwach sichtbar, da stiindig kleine 
Mengen H,O, zersetzt wurden, kenntlich an der Gasentwicklung im Girungs- 
rohrehen; es wurde also stindig in kleinen Mengen Methimoglobin riick- 
gebildet. Erst nach Zusatz sehr groBer Mengen H,O, (etwa 20 Mol.) ver- 
schwand der Streifen im Rot vollkommen. 

Zur Darstellung von Krystallen wurde die Methimoglobinlésung (vgl. 
oben) mit 10 Mol. H,O, versetzt, auf 0° abgekiihlt und allmiéhblich eiskalter 
Alkohol unter Riithren zugefiigt. Aus der hellroten Lésung schieden sich 
Krystallnadeln ab, die im Laufe weniger Minuten unter Braunfirbung in 
Methimoglobin iibergingen. 

Absorptionsspektrum. Zur spektrophotometrischen Messung der Ab- 
sorption wurden 2 ccm der 5,3°/,igen Methimoglobinlésung mit 10 ccm Wasser 
verdiinnt, 5 cem Citratpufferlésung p;, 5,0 und 4 cem 0,026 °/, H,O, zugefiigt 
und mit Wasser auf 30 cem verdiinnt, Die Extinktion wurde in der friiher 
beschriebenen Weise gemessen (vgl. Fig. 1). 

Einwirkung alkalischer Reaktion. Durch sekundiires Natrium- 
phosphat oder durch Soda wurde die H,O -Verbindung in Methimoglobin 
riickverwandelt. Anwesenheit eines groBen Uberschusses von H,O, ver- 
hinderte diese Umwandlung. 
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Saurespaltung. 10 ccm der 5,3 °/,igen Methimoglobinlésung wurde, 
mit 10 Mol. H,O, versetzt, CO durchgeleitet und in CO-Atmosphiire pit 
4Vol. 25°/,iger HCl versetzt. Die saure Lésung zeigte kein Porphyrip. 
spektrum. Auch nach Neutralisieren lieB sich mit Chloroform kein Poy. 
phyrin ausschiitteln. Ein Kontrollversuch mit Oxyhimoglobin gab reichliche 
Porphyrinobildung. 

Reduktion der Methamoglobinderivate. Je 2 ccm der 5,3 °, igen 
Methimoglobinlésung wurden mit dem gleichen Volumen 1 °/, KCN, 1°), Nak. 
0,01°/, H,O, und gesiittigtem Schwefelwasserstoffwasser versetzt und nach 
vollendeter Umwandlung des Spektrums mit Citratpuffer py, 5 bzw. mit 
m/5-NaH,PO, auf 30 cem aufgefiillt. Auf Zusatz von je 20 mg Na,S,0, trat 
in den Proben mit Fluormethimoglobin sofort, in den Proben mit Sulfo. 
und H,O,-Methimoglobin erst im Laufe einiger Minuten Umwandlung in 
reduziertes Hiimoglobin ein. Das Cyanderivat gab bei py 5 zuerst ein schnell 
vergingliches typisches 2-streifiges ,, Hiimochromogenspektrum“, dann schnelle 
Umwandlung in Himoglobin; in der alkalischen Probe trat sofort Hiimo. 
globin auf. 

Untersuchung des Fluormethamoglobins. Je 1 ccm 5,3°/, Methiimo. 
globin wurde mit 1 cem 25°/, KF und 38 cem m/10-Citratpuffer py 5,0 bis 
6,8 (um je 0,2 abgestuft) versetzt. Bei 1 cm Schichtdicke waren die Lésungen 
pu 5,0 bis 5,4 griinstichig, bei px 6,2 bis 6,8 briunlich. — Zur spektro- 
photometrischen Untersuchung wurden die Lésungen von py, 5,0 und 68 
verwendet. Fig.2 zeigt das Ergebnis der Messungen. — Die gleichen Lésungen 
wurden zur genauen Lagebestimmung des Absorptionsmaximums im Rot 
mit 1. einem groBen Vierordtschen Prismenspektroskop (Kriiss), 2. einem 
geradesichtigen Prismenspektroskop mit Vergleichsskala (Hofmann, Paris), 
einem Schummschen Gitterspektrometer (Schmidt & Haensch) untersucht. 
Bei px 5,0 lag das Maximum iibereinstimmend bei 610/611 mp, bei py 6,8 bei 
605/606 mu. Menzies"), Piettre und Vila‘) und Ville und Derrien") 
hatten ohne Angabe der Reaktion das Maximum bei 612 mu gefunden, 
Schumm") bei Messung mit dem Gitterspektrometer bei 609 mu. 
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Uber die Nierenphosphatase. 
(1. Mitteilung zur Kenntnis der Phosphatasen.) 


Von 


H. und E. Albers. 
Mit 7 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Januar 1935.) 


Die Phosphatase ist durch ihre Stellung im Ko6rper- und 


‘Zellhaushalt eines der physiologisch wichtigsten Fermente. Sie 


ist u.a. beteiligt an den Vorgiingen der Atmung, der Assimilation, 
der Girung, der Blutglykolyse und der Muskelkontraktion. Fiir 


fdas Studium ihrer Wirkung innerhalb dieser Vorgiinge ist die 
'genaue Kenntnis zunichst der phosphatatischen Wirkung allein 


erforderlich. Eine sehr groBe Anzahl von Forschern hat sich mit 
diesem Problem befaBt, aber es gelingt nur schwer, sich aus 
den vorliegenden Ergebnissen ein einigermaBen einheitliches Bild 
zu schaffen. Zum iiberwiegenden Teil ist dies auf die Ausfihrung 
der Untersuchungen mit ungereinigten Enzymlésungen zuriick- 
zufithren, denn gerade bei der Phosphatase machen sich Wir- 
kungen von Begleitstoffen auferordentlich stark bemerkbar. Hs 
ist daher wiinschenswert, das Verhalten reinerer Praparate zu 
untersuchen, die diese Nebenwirkungen nicht mehr zeigen. Die 
vorliegende Arbeit befaBt sich mit der Herstellung und mit den 
Eigenschaften solcher hochaktiver Priparate von Nierenphospha- 
tase”), 


Wir miissen nach dem heutigen Stande unsrer Kenntnisse im Tier- 
kirper mindestens drei Phosphatasen gléicher Substratspezifitit unter- 
scheiden. Die bei weitem am hiiufigsten vorkommende hat ihr py-Optimum 


*) Im folgenden wird unter ,,Phosphatase“ im speziellen die Nieren- 
phosphatase, also die Phospho-esterase verstanden, die im Stande ist, aus 
Urthophosphorsaure-estern, speziell aus Hexosephosphaten und Glycero- 
phosphat, den Phosphorsiurerest abzuspalten bei einem optimalen py um 9. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXTI. 12 
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um 9. Diesem Typ der ,,Nierenphosphatase“ gehéren u. a. an") die Phos. 
phatase aus den Knochen, der Darmschleimhaut, der Niere und dem Blut. 
plasma. Robison und Soames?) fanden in dex Milz, der Leber und dey 
Pankreas eine von ihr durch das saure Wirkungsoptimum unterscheidbay 
Phosphatase *), auch in den roten Blutzellen entdeckten Robison und Mit 
arbeiter*) eine Phosphatase me dem py-Optimum um 6. Diese ,,Erythro. 
zyten- phosphatase“ wurde von KRoche®) genauer untersucht. Im Gegensat, 
zu allen im alkalischen Gebiet wirksamen Phosphatasen, die 8-Gly cero. 
phosphat schneller hydrolysieren als o-Glycerophosphat, hydrolysiert sie 
den a-Ester um ein Mehrfaches schneller. Von ihr zu unterscheiden jx 
eine zweite im sauren Gebiet bei py = 5 optimal wirksame ,,Milzphospha. 
tase“, bei der Davies®) eine raschere Angreifbarkeit des 6-Esters fest. 
stellte. Gleichzeitig mit Davies untersuchten auch Bamann und Mit. 
arbeiter*) eine im sauren Gebiet wirksame tierische Phosphatase. Durch 
selektive Inaktivierung ist ihnen deren Trennung von der »»Nierenphospha. 
tase“ gelungen. Ob hier ein vierter Typ vorliegt, wird eine eingehend 
unterscheidende Charakterisierung erweisen miissen. 

Bei der Untersuchung tierischer Organe auf typische Pho: 
phatasen stért besonders die Erythrozytenphosphatase. Meistens 
ist es nicht méglich, die zu untersuchenden Organe quantitatiy 
auszubluten, so daB durch die unvermeidliche Gegenwart yon 
Erythrozyten stets deren typische Phosphatase mit in Lisung 
gehen wird. Als erschwerend kommt hinzu, daB sie aus den 
Blutzellen durch die Schnelligkeit des haemolytischen Vorganges 
auBerordentlich rasch freigelegt wird, wenn man nicht Vorsorge 
trifft, daB das In-Lésunggehen iiberhaupt unterbleibt. Ohne diese 
Vorsorge wird man wohl immer — und vor allem bei blut- 
zellenreichen Organen — zunichst ein vermehrtes Auftreten von 
Erythrozytenphosphatase zu erwarten haben*). 





1) Kay, Biochemic. J. 22, 855 (1928); Jenner u. Kay, J. of biol. 
Chem. 98, 733 (1931); Kay u. Lee, das. 91, 135 (1931); Kay, Physiologie. 
Rev. 12, 398 (1932); vgl. Roche, Bull. Soc. Chim. biol. 13, 841 (1931): 
Hommerberg, Diese Z. 185, 123 (1929). 

*) Biochemie. J. 18, 743 (1924). 

*) Hinweise darauf finden sich bei Demuth, Biochem. Z. 159, 41); 
166, 162 (1925); Asakawa, J. of Biochem. 11, 143 (1929); Kay, Biochemie. 
J. 20, 791 (1926), J. of biol. Chem. 89, 249; Schmidt, Diese Z. 208, 18) 
(1932); Hori, J. of Biochem. 16, 433 (1932). 

*) Biochemie. J. 18, 1152 (1924); 20, 847 (1926). 

5) Biochemie. J. 25, 1724 (1931). ®) Biochemie. J. 28, 529 (1934). 

‘) Diese Z. 229, 125; 250, 175 (1934); Ber. chem. Ges. 67, 2019 (1934); 
68, 6 (1985). 

*) Interessant wiire in diesem Zusammenhang eine vergleichende Unter- 
suchung der von Bamann, Riedel u. Diederichs (Diese Z. 280, 175 
beschriebenen ,,Lyophosphatasen“, die sehr rasch in Lisung gehen und die 
z. B. hinsichtlich der starken Aktivierbarkeit durch Mg-Ionen eine be 
merkenswerte Ahnlichkeit mit den Erythrocytenphosphatasen besitzen. 
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| einfache Bezeichnung fiir die Aktivitét zu schaffen. In Anlehnung an 
3 Martland und Robison definieren wir als Phosphatase-Einheit PE die- 
' jenige Fermentmenge, die unter optimalen Bedingungen — py = 9, t = 35°, 
» Magnesiumkonzentration im Ansatz zur Erzielung maximaler Aktivierung’) 
' 0.001 bis 0,006 Mol. — in einer Stunde eine Phosphatmenge aus Na-(- 
 Glyeerophosphat freilegt entsprechend 0,1 mg P. Die Konzentration des 
' tir die Nierenphosphatase iiblicherweise benutzten Substrats Glycerophos- 
d phat wird man niedrig wihlen, sie soll aber so hoch sein, dab die Menge 
' yon 0,1 mg P héchstens einem 10°/,igen Umsatz entspricht. ZweckmiBig 
' verwendet man 0,10 bis 0,15 g Natrium-$-Glycerophosphat auf 100 cem 
' Reaktionsgemisch*). Da die Anfangsgeschwindigkeit der phosphatatischen 
| Spaltung weitgehend unabhingig ist von der benutzten Substratkonzen- 
| tration’), ist deren genaue Einhaltung nicht notwendig. Aus diesem Grunde 
' sehen wir von der Wahl einer Einheit, die die Anfangsgeschwindigkeit in 
_ bestimmten Prozenten des Gesamtumsatzes miBt, ab. 
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Kennzeichnung des Reinheitsgrades: Fiir die Kennzeichnung 
der Reinheit von Phosphatasepriparaten ist es zunichst notwendig, eine 


Schon hiufig hat man versucht, die Phosphatase zu reinigen. 


' Man machte dabei die Erfahrung, daB dieses Ferment sich durch 
' die fir Fermentreinigungen meistens angewendeten Adsorptions- 
-methoden entweder gar nicht oder nur héchst unvollkommen, mit 
' seringer Ausbeute und mit geringer Reinheitssteigerung, von seinen 
' inaktiven Begleitstoffen trennen lieB. 


Die reinsten bisher bekannten Phosphatasepriiparate sind von Mart- 


' land und Robison’) gewonnen worden durch Reinigung von Priiparaten 
' aus Knochen. Sie erreichen einen Reinheitsgrad**) F = 0,570, in unserer 
- Einheit also von 5,70 PE pro Milligramm. Ehrensvird") hat in Vervoll- 
| kommnung einer von Erdtman’®) angegebenen Methode auch aus den 
_ Nieren durch einen tryptischen Abbau der Begleitstoffe und durch nach- 


folgende Adsorptionsreinigung an Stearinsiiure sehr aktive Priiparate her- 


stellen kénnen, die 1,1 PE/mg enthielten. Trotz der Reinheitssteigerung ist 
| aber die Aktivitiét jener besten Priparate vergleichsweise gering: sie ver- 
' migen in 1 Stunde nur ungefiihr das Doppelte ihres Eigengewichtes an 


Phosphorsiiure abzuspalten. Entweder ist also die Phosphatase ein verhiiltnis- 

‘) Martland u. Robison, Biochemic. J. 25, 238 (1929). 

*) Erdtman, Diese Z. 172, 182 (1927); 177, 211 (1928). 

*) Man iiberzeugt sich leicht durch 2 Parallelversuche, ob mit der 
gewihlten Substratkonzentration bereits eine Sittigung des Enzyms mit 
Substrat eingetreten ist, d. h., ob bei vermehrter Substratkonzentration die 


Reaktionsgeschwindigkeit noch erhéht wird. Ist dies der Fall, so wihlt 


man die Substratkonzentration entsprechend héher, bis sie in das Gebiet 


_ der Sittigung fallt (vgl. S. 169). 


) Vgl. Martland u. Robison, Biochemie. J. 21, 665 (1927); Levene 
u. Dillon, J. of biol. Chem. 88, 753 (1930). 
<p. ms freies Phosphat nach 60 Min. pro cem Reaktionsgem. 
eas mg Trockengewicht des Fermentpriiparates pro cem 
'') Ehrensvird, Diese Z. 217, 274 (1933). 
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mibig inaktiver Katalysator oder aber, was wahrscheinlicher ist: der Haupt. 
anteil der angewandten Priparate bestand aus unwesentlichen Begleitstoffep, 


Freilegung der Nierenphosphatase bei Gegenwart von Essigester, 


Unter den tierischen Organen ist die Niere neben den Knochey 
durch einen besonders hohen Gehalt an Phosphatase ausgezeichnet, 
Wegen der leichteren Verarbeitung auch gréBerer Mengen kinney 
die Nieren als ein bevorzugtes Ausgangsmaterial fiir die Herstellung 


dieses Fermentes gelten. 

Fiir die Extraktion der Phosphatase aus den enthiuteten und zer. 
kleinerten Schweinenieren wihlten wir zuerst die Methode von Erdtman‘, 
Die durch 1—2tigige Autolyse bei Gegenwart von Toluol und bei 35—40! 
gewonnenen Rohsifte zeigen zwar eine gute Aktivitit, niimlich 6,8 PE pro 
0,5 eem, aber in ihnen sind Zellreste und hochmolekulare Stoffe aus der 
Niere in groBer Menge als Kolloide suspendiert. Durch Zentrifugieren 
lassen sich keine und durch Filtrieren durch Faltenfilter nur iuBerst lang. 
sam klare Safte gewinnen. Auch aus den klar filtrierten Saften werden bei 
der nachfolgenden Fiillung des Fermentes mit Athylalkohol groBe Mengen 
von Fremdstoffen mit niedergeschlagen. Zudem verrit die blutrote Farbe 
der Rohsifte, daB trotz sorgfiiltiger vorheriger Entblutung eine Himolyse 
der Erythrocyten eingetreten ist. Es ist also von vornherein anzunehmen, 
da8 in diesen Siften mindestens zwei Phosphatasen anwesend sind: die 
,, Nierenphosphatase“ und die ,,Erythrocytenphosphatase“. Die Anwesenheit 
einer dritten, der ,,Milzphosphatase“, konnte vermutet werden. Diese An- 
nahmen von der Uneinheitlichkeit der extrahierten Phosphatasen werden 
erhirtet durch einen Befund von Bamann und Riedel, die fiir ihre 
Nierenextrakte zwei Optima der Wirksamkeit bei den p,-Werten um 5—6 
und um 9 angeben. 

Wegen des zu erwartenden Phosphatasengemisches und wegen 
der ungiinstigen Reinigungsméglichkeiten der Toluolautolysate, dis 
auch wir in Ubereinstimmung mit friiheren Bearbeitern feststellten, 
gingen wir daher zu einem anderen autolysierenden Agens, dem 
Essigester, iiber. Der Essigester bietet dem Toluol gegeniiber 
bei der Freilegung der Phosphatase mehrere Vorteile: erstens 
geht kein Blutfarbstoff in Lésung, sodann wird selbsttiitig ein 
fiir die selektive Freilegung giinstiges p,, im sauren Gebiet eit- 
gestellt, indem die in den Organen anwesenden Lipasen den 
Essigester zum Teil hydrolysieren. Die freigelegte Hssigsiiure 
bildet mit den EiweiBstoffen ein natiirliches Pufferungssystem, 
gleichzeitig verhindert die so eingestellte Aciditaét*) ein In-Lésung- 
gehen hochmolekularer EiweiBe, von denen die anfallenden Siafte 


") lente stellt sich in den Essigesterautolysaten ein py zwischen 9 
und 6 ein — auch dann, wenn man die Aufschlimmung bei Beginn der 
Autolyse durch Natronlange- oder Siiurezugabe auf ein anderes py, bringt. 
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' .o weitgehend frei sind, daB sich bei der Aktivititsbestimmung 
' nach Fiske und Subbarow??) eine Entfernung des EiweiBes aus 
der Reaktionsprobe mit Trichloressigsiiure eriibrigt. Die Siafte 
' snd nach dem Absieben der groben Organreste ohne weiteres 
' durch Faltenfilter schnell und klar filtrierbar, sie zeigen eine 
 schine goldgelbe Farbe und starke griine Fluorescenz, die durch 
den nach den Untersuchungen von v. Euler und Adler?) aufer- 


ordentlichen Gehalt der Niere an Flavin bedingt sind. 


Die Autolyse der Nieren mit Essigester geht so vor sich, dab die 
sorgfiltig von Bindegewebe und von Fettresten befreiten und fein ge- 


- mahlenen Nieren mit dem gleichen Gewicht Wasser und mit '/,, des Wasser- 


volumens an tiber NaHCO, entsiuertem Essigester versetzt werden. Zu- 
nichst wird das Gemisch 2 Stunden geschiittelt und dann ungefihr 18 Stunden 
hei 835° gehalten. Nach dieser Zeit werden die gréberen Organreste ab- 


gesiebt und der Rest durch Faltenfilter klar filtriert. Aktivititsmessungen 


der Rohsifte zeigen, da8 lingere Autolysenzeiten keine gréBeren Phos- 
phatasemengen in Lésung gehen lassen, daB aber die Aktivitit dieser Essig- 
esterautolysate im Vergleich mit einer nach Erdtman ausgefiihrten Auto- 
lyse mit Toluol gering ist, nimlich 1,5 PE/0,5 cem (Tab. 1). 


Tabelle 1. 











a ee 


Autolysiert mit Aktivitit 
in PE/0,5¢eem 


Menge/kg Niere | 


Aiabviine: | mame 
j . »E/ ~ e pro 8 
| in PE/mg | Nierenbrei 


BA 
3 B ” 
4 F 

D 


Essigester 1,54 

1,23 10 ¢ x | 
”? 1,18 
Toluol 5,0 0,3 | 
is 6,77 23 g | 0,5 | 11,5 
Essigester-Toluol 5,58 vgl. Tab. 3 bis 8,5 | 10 bis 17 
(vgl. Tab. 3) | (vgl. Tab. 3) 


v7 
‘ 














Die Essigester-autolysate zeigen einige gegeniiber dem sonstigen Ver- 
halten der Phosphatase merkwiirdige Eigenschaften. Es ist bekannt, daB 
die Wirksamkeit tierischer Phosphatasen weitgehend unabhingig ist von 
der Konzentration ihres Substrates’), daB sie aber abhingig ist von der 
Anwesenheit der stark hemmenden Phosphationen. Das beweist, daB die 
Affinitit der Phosphatase zum Substrat und zu Phosphat gro8 sein muB. 
Die Essigesterautolysate zeigen in ihrer Wirkung nun meistens eine deut- 
liche Abhingigkeit von der Konzentration des Glycerophosphats (Tab. 2). 


') J. of biol. Chem. 66, 375 (1925); T. Teorell, Biochem. Z. 230, 1 
(1931); 232, 485 (1931). 
8) Diese Z. 228, 105 (1934). 
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Tabelle 2. 


























Substratkonzentration Mit Priip. A frei- Mit Prip. B frej- 
(Ansiitze nach Vorschrift | S8¢legter P in mg | gelegter P in mg 
im methodischen Teil) nach 122’) 230’ 120° 209° 
0,15 /,ig 0,215 | 0,359 0,100 | 0,905 

1,00 °/,ig 301 | 550 185 355 

___ 3,00 “ig I 348 | — J 219 | 403 
Kigenphosphatgehalt des Fer- wit ) 7 a 

ments in 0,5 ccm entspr. 0/805-mg aia led 








Der Gehalt an Eigenphosphat ist nicht groB genug, um eine so wesentliche 
Wirkung ausiiben zu kénnen, denn erst eine Phosphatmenge entsprechend 
2mg P (die Menge, die in einem Ansatz insgesamt aus der 0,15°/,igen 
Glycerophosphatlésung freigelegt werden kann) vermag eine Hemmung wy 
60—70°/, auszuiiben. Es muB8 vielmehr in den Autolysaten ein natiirlicher 
Hemmungsstoff vorhanden sein, der das Ferment in einem inaktiven Zu. 
stand hilt, und der erst durch gréBere Mengen von Glycerophosphat vou 
dem Ferment abgedringt werden kann. Bei der Regulierung der Phos. 
phatasewirkung innerhalb der Niere kénnte diesem Hemmungsstoff ") cine 
Rolle zufallen. 

Wir versuchten, die Essigesterautolysate einer Reinigung zu unter- 
ziehen. Sie erwiesen sich aber dazu ebenso wie die Toluolautolysate 
Erdtmans als wenig geeignet: aus der wiBrigen Lésung wird weder an 
Aluminiumhydroxyd Cy") noch an Niederschliige von Calciumphosphat 
oder von Magnesiumphosphat, die direkt in der Lésung erzeugt wurden, 
Enzym adsorbiert. Kaolin’) vermag zwar aus den Rohsiften bei deren 
natiirlichem pg ungefihr 30°/, des Fermentes zu adsorbieren, aber das 
Adsorbierte ist nicht wieder zu eluieren. Aus Autolysaten, die mit 50°, 
ihres Volumens an Alkohol versetzt waren, ist die Phosphatase durch Alu- 
miniumhydroxyd Cy und ebenso durch magnetisches Eisenoxyd [y-Ie,0, 
nach Baudisch"™)) bei einem py = 8,0 quantitativ adsorbierbar, aber auch 
hier sind die Elutionsausbeuten sowohl mit alkalischen als auch mit sauren 
Eluentien duBerst gering. Offenbar hat die erfolgreiche Adsorption der 
Phosphatase aus 50°/,igem Alkohol ihre Ursache nur in einer Léslichkeits- 
verminderung des Ferments in der fliissigen Phase, so daB sich das Ad 
sorptionszleichgewicht zugunsten der festen Phase verschiebt. — Die Reak- 
tionsmischung vermag bei py = 8,9 dem Aluminiumhydroxyd einen kleinen 
Teil, niimlich 5°/,, der Phosphatase zu entziehen. Dieser Teil des Fer- 
mentes ist in Lésung wirksam und nicht in der adsorbierten Form au 
dem Niederschlag, wie es z. B. nach Willstatter bei der Saccharase und 
bei der Lipase der Fall ist, denn nach dem Abfiltrieren des Aluminium 


') Auch im Grauhirn kommt ein Hemmungsstoff vor. Kraut u 
Borkowsky, Diese Z. 220, 192 (1933). 

‘’) Herstellungsvorschrift bei W. GraBmann, Neue Methoden u. Er 
gebnisse d. Enzymforschung 81, 75 (1928). 

*®) Chem. Reviews 15, 54 (1984). 
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 hydroxyds aus der Reaktionslésung schreitet die Spaltung mit unverminderter 
' Geschwindigkeit fort: Ein Reaktionsansatz — 15 cem 0,15°/,ige Glycero- 
3 phosphatlésung + 5 ccm Veronal—Acetatpuffer, py = 8,9 — wird bei 21° 
' mit dem mit dem Enzym beladenen Adsorbens geschiittelt. Nach 203 Mi. 
' nuten sind freigelegt 0,254 mg P; das Adsorbens wird abfiltriert. Nach 
_ weiteren 117 Minuten sind freigelegt 0,376 mg P. 


Oft kénnen nach einer Voradsorption aus der wibrigen Liésung die Ad- 


' sorbate aus der sodann alkoholisch gemachten Lésung besser eluiert werden, 


aber die Ausbeuten wechseln und eignen sich nicht fiir einen priiparativen 


q Ausbau. — Durch vorsichtige Fallung mit Bleiacetatlésung kann man mit 
nur geringem Enzymverlust phosphathaltige Verunreinigungen entfernen. 


Etwa iiberschiissiges Bleisalz kann mit Schwefelwasserstoff nicht gefillt 
werden, da dieser das Ferment irreversibel inaktiviert*). Bleiessiglésung 
vermag das Ferment quantitativ zu fallen, eine Elution ist aber bei keiner 


Aciditiit méglich, die Anwendung von Schwefelwasserstoff verbietet sich 


aus dem erwihnten Grunde. 

Aus frischen**) Essigesterautolysaten laBt sich die Phos- 
phatase durch Zufiigen des doppelten Volumens Alkohol oder 
Aceton fallen. Sie kann den mit dem Fallungsmittel gewaschenen 
und getrockneten Niederschlagen mit Wasser entzogen werden, 
aber die Niederschlige sind wenig aktiv, sie enthalten nur 
0,7 PE/mg. Vergleicht man mit ihnen entsprechend hergestellte 
Niederschlage aus Toluolautolysaten (Tab. 1), so sieht man, daB 
deren Aktivitit zwar geringer, dab die Ausbeute an Phosphatase 
pro Gramm Niere aber hoher ist. So lag der Gedanke nahe, 
die Vorteile der Essigesterautolyse, die schnelle Gewinnung klarer 
und eiweiBarmer Rohsifte, zu verbinden mit dem Vorteil der 
Toluolautolyse, der Erreichung einer besseren Fermentausbeute. 
Wir priiften daher als autolysierendes Agens ein Gemisch aus 
Kssigester und Toluol. 


Freilegung der Nierenphosphatase bei gleichzeitiger Gegenwart 
von Essigester und Toluol. 


Die Nieren werden zunicbst wie iiblich sorgfiltig enthiutet, vom Fett 
befreit und zur Entfernung von Blutresten gewaschen. Sodann werden sie 
fein zermahlen und auf je 1 kg Nierenbrei mit 100 ccm eines Gemisches 
gleicher Volumina reinen Essigesters und Toluols und mit 1 Liter Wasser 
versetzt. Die Mischung wird auf der Schiittelmaschine bei Zimmertempe- 
ratur eine bestimmte Zeit geschiittelt, bis die Aktivitét einer abfiltrierten 
Probe nicht mehr zunimmt. Die Zeit ist bei verschiedenen Ansitzen ver- 
schieden, es empfiehlt sich aber nicht, linger als einen Tag die Nierenreste 
mit dem Saft zu belassen, da sonst die Fiillbarkeit des Fermentes durch 





*) Auf diese Inaktivierung werden wir in einer folgenden Arbeit ein- 


gehen. 
“) Aus gealterten Autolysaten ist keine Phosphatase mehr fillbar. 
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Alkohol leidet. Schon in 3 Stunden kann man recht aktive Rohsifte ge. 
winnen (Tab. 1). : 


Die Toluol—Essigesterautolysate zeigen duBerlich das gleich 
Aussehen wie die oben beschriebenen Essigesterautolysate, auch 
hier hat der Essigester die Auflésung von Blutfarbstoff yer. 
hindert. Sie enthalten bis zu 5,6 PE/0,5 ccm (vgl. Tab. 1); durch 
die gleichzeitige Anwesenheit des Toluols ist also betriichtlich 
mehr Phosphatase in Loésung iiberfiihrt worden. — Die unte 
Zuhilfenahme von T'oluol gewonnenen Rohsifte erleiden wesent. 
lich schneller eine Inaktivierung als die monatelang ohne Abnahme 
der Wirksamkeit haltbaren Essigesterautolysate. (Diese nehmen 
im Gegenteil manchmal in ihrer Wirksamkeit um ein Mehrfaches 
zu +"), weil offenbar der vorhandene Hemmungskérper abgebaut wird, 
Aus den Essigester—Toluolautolysaten muB die Phosphatase also 
méglichst schnell durch Fallung mit Alkohol abgeschieden werden, 


Auch hier schlugen Reinigungsversuche der oben aufgeziihlten Ar 
mittels Adsorptionsmethoden fehl, bei Gegenwart von Alkohol kann dic 
Phosphatase zwar z. B. an Aluminiumhydroxyd C y adsorbiert werden, aber 
sie ist sehr schlecht oder gar nicht wieder eluierbar. Es scheint, als ob 
die Elution bei Adsorbaten aus gealterten und schon entsprechend inakti- 
vierten Siften besser geliinge*). So konnte aus einem 8 Tage alten Saft, 
dessen Aktivitit auf ein Finftel des Anfangswertes zuriickgegangen war, 
die Phosphatase bei py = 8 mit Aluminiumhydroxyd Cy aus 50°/,ig alko- 
holischer Lésung zu 90°/, adsorbiert werden und durch '/, - stiindiges 
Schiitteln mit Wasser zu 85°/, wieder eluiert werden. Das Eluat ist nach 
der Fluorescenzanalyse frei von Flavin, nach Trockengewichtsbestimmung 
und Aktivititsbestimmung besitzt es jedoch nur 0,7 PE im Milligramm™): 
eine nennenswerte Reinigung ist nicht eingetreten. 


Reinigung der Phosphatase durch fraktionierte Fallung mit Alkohol. 


Durch eine fraktionierte Fallung mit Alkohol kann die Phos- 
panne. aus den Essigester—T'oluol—Autolysaten in sehr reinem 


1) Vgl. Barrenscheen u. Lang, Biochem. Z. 283, 395 (1932); 
A. Bodansky, J. of biol. Chem. 101, 93 (1933); Bamann, Riedel u 
Diederichs, Diese Z. 230, 175 (1934). 

*) Wahrscheinlich kommt die Inaktivierung wie bei der Saccharase 
[Albers u. I. Meyer, diese Z. 228, 122 (1934)] durch eine Aggregation 
der aktiven niederkolloiden Teilchen zustande. Die entstehenden héher 
aggregierten Teilchen sind offenbar besser eluierbar. Vgl. FuBnote S. 180. 

**) Im Zusammenhang mit Angaben von K. Horiuchi, J. of Biochem. 
14, 163 (1931), priiften wir das Eluat auch bei einem durch Acetatpuffer 
festgelegten PH von 5: es hatte nur '/,, der Aktivitit bei py = 8,9. Die 
Anwesenheit einer Phosphatase mit einem Wirkungsoptimum bei pg = ° 
kénnen wir weder hier noch bei anders hergestellten Priparaten feststellen. 
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' Justand abgeschieden werden, Wird die Fallung vorsichtig vor- 
 senommen, so daB nicht an einer Stelle der Lisung eine iber- 
| maBig hohe Alkoholkonzentration auftreten kann, so enthilt der 
' erste Niederschlag*), der durch Zufiigung eines gleichen Volumens 
| Alkohol zur Rohlésung entsteht, nur sehr wenig Ferment, obgleich 
| er seiner Menge nach oft die Hilfte des tiberhaupt durch Alkohol 
| Fallbaren ausmacht. Die Vermehrung der Alkoholkonzentration 
| in der Lésung von diesen ungefihr 50 Vol.-°/, auf 65 Vol.-°/, 


durch Hinzufiigung eines weiteren ‘Teiles Alkohol laBt fast das 


- cesamte Ferment ausfallen. Kine weitere Vermehrung der 


Alkoholkonzentration liefert Niederschlige, die wieder sehr wenig 
Ferment enthalten. Die folgende Tab. 3 stellt die Ergebnisse 
soleher Fraktionierungsversuche direkt aus den Rohsiften zu- 
sammen. 

Besonders hinzuweisen ist auf den stets gréBeren Gesamt- 
cehalt an Phosphatase, den die Niederschlige gegen- 
iber den Rohsaften besitzen. Der schon erwiahute in den 
Rohsiften vorhandene Hemmungsstoff ist also offenbar durch 
Alkohol nicht fallbar**). Er ist nach dem Vergleich der einzelnen 
Ergebnisse in den verschiedenen Praparationen in verschiedener 
Menge vorhanden (vgl. dazu auch Tab. 1 und 2 der folgenden Ab- 
handlung); die Annahme einer einfachen Hemmung durch EKiweib- 
stoffe 18) wird danach unwahrscheinlich. 


Man sieht, daB die Reinheitsgrade der Mittelfraktionen be- 
reits héher sind als die Reinheitsgrade der bisher besten Phos- 
phatasepriparate aus Epiphysen. Da die Praparate nur zu etwa 
50°/, in Wasser léslich sind, liegt die tatsachliche Aktivitat der 
gelésten Fermente um 10—15 PE/mg. Die Lésungen enthalten auf 
Grund der Fluorescenzanalyse?*) nur noch Spuren von Flavin; sie 
geben mit waBriger Pikrinsiure und mit Sulfosalicylsiure Tribungen; 
die iblichen EiweiBreaktionen fallen positiv aus. Schon beim Er- 
wirmen auf 35° fallt innerhalb einer Nacht aus den Lésungen 
ein Niederschlag von faserigem, fibrinartigem Aussehen aus***). 


_*) Die Niederschlige werden stets zweimal mit Alkohol und einmal 
mit Ather gewaschen und sodann im Vakuumexsikkator oder besser auf 
einer auf 30° erwdrmten Glasplatte getrocknet. 

**) Uber Art und Eigenschaften kann vorerst nichts ausgesagt werden. 

') Vgl. Bakwin u. O. Bodansky, J. of biol. Chem. 101, 641 (1933). 

') Vel. v. Euler, Adler u. Schlétzer, Diese Z. 226, 89 (1934). 

**) Mit dieser Ausfillung ist, da die Phosphatase dabei nur um 20°/, 
inaktiviert (oder mitgefallt) wird, eine gewisse Reinigung verbunden. 
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Die Fehlingsche Reaktion auf reduzierende Kohlenhydrate fallt 
| negativ aus, erst nach stundenlanger Hydrolyse mit verdiinnter 
’ Schwefelsiiure im kochenden Wasserbad ergibt sich eine schwach 
| positive Reaktion. 

Die fraktionierte Fallung mit Alkohol kann nun weiter auf 
die Reinigung der aktiven Mittelfraktionen*) angewandt werden. 
Die Fig. 1 zeigt den Erfolg einer mehr abgestuften Fraktionierung 
in einer Kurve, die die Aktivitét der mit wachsender Alkohol- 
konzentration gefallten Praparate in PE/mg anzeigt. Die Abszisse 
sibt additiv die Gesamtausbeute an erhaltenem Niederschlag an 
aus ihr ist z. B. abzulesen, daB die Ausbeute an der aktivsten 
Fraktion 26 mg betrug). — Man sieht, daB die aktivste Fraktion 
hei Vermehrung der Alkoholkonzentration in der Lésung von 55 


> - © Aktinitat in PE/mg 
— ~Ausbeutein Pe 
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Fig. 1. Fig. 2. 














auf 60 Vol.-°/, gefallt wurde. Diese scharfe Grenze der Falibar- 
keit**) zeigt sich auch bei Praparaten minderen Reinheitsgrades. 
Die Kurven der Fig. 2 beschreiben die Fraktionierung eines Ge- 
misches verschiedener Praparate mit Reinheitsgraden zwischen 
1,6 und 4 PE/mg. Die héchste Ausbeute, ausgedriickt in PE, 
und der héchste Reinheitsgrad (PE/mg) wird bei einer Alkohol- 
konzentration zwischen 58 und 63 Vol.-°/, erreicht. 

Die reinsten der auf diese Weise erhaltenen Praparate hatten 
einen Reinheitsgrad von 40—80 PE/mg. Sie stellen rein weibe 
Pulver dar, die meist klar in Wasser léslich sind. (Die Léslich- 
keit ist jedoch kein Kriterium fiir maximale Reinheit, denn haufig 


*) Die Mittelfraktionen enthalten keine zur Dehydrierung von Robison- 
ester und von Alkohol fihigen Dehydrasen. 
™) Die Grenze wechselt mit den Begleitsstoffen. 
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hinterlieBen solche reinen Praparate bis zu 30°/, Riickstand jy 
der Auflésung, d.h. die Aktivitét pro Milligramm muB um qi 
gleiche Prozentzahl vergréBert werden.) Die Lésungen ergebey 
mit Sulfosalicylsiure eine Triibung, auch die reinen Priparat. 
sind also eiweiBhaltig. Als iuBerst hartnickige Begleitstoffe ent. 
halten sie Magnesium und anorganisches Phosphat. Deren Haupt. 
anteil kann auf einfache Weise dadurch entfernt werden, daB man 
die méglichst konzentrierten Lisungen der Priparate im Vakuun. 
exsiccator tiber Chlorcalcium langsam eindunsten li8t. Dan 
scheiden sich in groBer Menge Krystalle ab, meistens in For, 
von zu Sternen vereinigten langen diinnen Tiifelchen*), die offen. 
bar aus einem Magnesium—Ammonium—Phosphat bestehen, iy 
dem das Ammoniak mindestens zum Teil durch eine organische 
Base ersetzt ist. (Die geringe phosphatatische Aktivitat der 
Krystalle kann ohne Zwang auf anhaftendes oder adsorbiertes 
Ferment zuriickgefiihrt werden.) — Mit der Abscheidung der 
Krystalle geht eine bedeutende Reinheitssteigerung einher: dic 


Reinheit eines so behandelten Priparats stieg z. B. von 47 auf 


108 PE/mg. Unter Beriicksichtigung des ungelésten Anteils liegt 
der héchste bisher erreichte Reinheitsgrad bei 150 PE/mg, er ist 
somit 26 mal hoher als der der bisher reinsten Epiphysenpriparate. 
Gegeniiber dem Rohmaterial, der Niere, betragt die Anreicherung 
ein 4—5000 faches, gegeniiber den bisher meist fiir kinetische 
Studien angewendeten Rohsiften ein ungefaihr 400 faches. Wi 
glauben, daB sich leicht durch systematische Fortfiihrung der 
beschriebenen Operationen noch reinere Praparate werden ge- 
winnen lassen. 


Adsorptionsmethoden sind, wie zu erwarten, auch bei solchen reinen 
Priparaten zur Entfernung anorganischer Bestandteile nicht brauchbar. Dic 
Priiparate mittleren Reinheitsgrades (um 10 PE/mg) lassen sich von bei- 
gemengtem Phosphat recht gut durch eine vorsichtige Fallung mit 1°/,iger 
Bleiacetatlésung trennen. Bei langsamer Fillung und bei Vermeidung eines 
zu groBen Uberschusses an Fillungsmittel wird keine Phosphatase mit: 
gefiallt. Gefallt wird ein groBer Teil der sonst offenbar die Alkoholfiallbar- 
keit bedingenden Verunreinigungen: bei Zufiigung von Alkohol fallt nun- 
mehr ein fast inaktiver geringer Niederschlag, der sich auch mit einem 
gréBeren Uberschu8 an Alkohol kaum vermehrt. Erst bei Zufiigung von 





*) Bei sehr langsamer Ausfillung reinerer Fermente mit Alkohol fallen 
diese in harten kugeligen Kérnern aus. Oft sieht man bei mikroskopischer 
VergréBerung, daB innerhalb dieser Kérner die sternférmigen Krystalle 
entstanden sind. Auch zeigen sich bei langsamer Fallung die Tifelchen 
manchmal neben jenen Kornern. 
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_Ather fallt ein fermentreicher Niederschlag*), der im Milligramm 21,5 PE 


; a halt — Mit einer 1:10 verdiinnten Lésung von basischem Bleiacetat 
j (DAB VI) fallt die Phosphatase mehr oder minder volistindig aus den mit 
3 Dleincetat vorgereinigten Lésungen: nach Behandlung einer Lésung, die 
_ 9929 PE enthielt, mit einer ungeniigenden Menge von Bleiacetat waren in 

der Mutterlauge noch 262 PE, nach der Fiillung mit einem UberschuB an 


Bleiacetat waren noch 216 PE "vorhanden. Mit Bleiessig wurden aus dieser 
Lisung 164 PE gefillt. Der seiner Menge nach sehr geringe Bleiessig- 
niederschlag enthielt in anderen Versuchen noch wesentlich mehr, meistens 
das gesamte Ferment. Die Elutionsausbeuten mit 0,2°/,igem Ammoniak und 
mit kohlensaurem Wasser sind etwas besser als bei entsprechenden Ver- 
suchen mit Rohsiften: mit Ammoniak werden zwischen 8 und 10°/, und 
mit kohlensaurem Wasser (CO, perlt stindig durch die Aufschlimmung) 
etwa 4°/, eluiert. Andere Eluentien, Phosphatlésung, verdiinnte Essigsiure, 
sind ganz ungeeignet. Benutzt man den Bleiessigniederschlag direkt zur 
Spaltung, so zeigt sich die Phosphatase auf ihm im Gegensatz zu dem 
Aluminiumhydroxydadsorbat als inaktiv**). Nach Behandeln des Nieder- 
schlages mit Schwefelwasserstoff ist keine Phosphatase in der Lésung nach- 
weisbar (vgl. S. 171). 

Eine gewisse, wenngleich geringe Reinigung kann man mit den Lésungen 
der gereinigten Phosphatase (auch mit den Rohsiften) erreichen, wenn man 
sie mit reinem Chloroform (wochenlang iiber NaHCO, getrocknet) stark 
schiittelt. Es bildet sich eine charakteristische, iu8erst bestiindige Emulsion ®*®), 
die man durch Zentrifugieren abtrennt. Die chloroformische Schicht besteht 
aus feinen Trépfchen, die mit einer diinnen Haut eines festen Stoffes um- 
geben sind. Durch Zerdriicken der Trépfchen auf einem Filter kann man 
denselben als briunliche Masse mit einem an Fleischextrakt erinnernden 
Geruch gewinnen. Er ist enzymatisch sowie als Aktivator oder Hemmungs- 
stoff inaktiv. — Die Phosphatase wird durch die Chloroformbehandlung 


nicht geschidigt. 


Die Aktivitats-p,-Kurve der Nierenphosphatase. 


Kine jiingst erschienene Arbeit von Bamann und Riedel’) 
liBt im Zusammenhang mit Ergebnissen friiherer Bearbeiter er- 
neut die Frage nach der Kinheitlichkeit der sogenannten Nieren- 


phosphatase auftauchen. 

Zur Priifung der enzymatischen Kinheitlichkeit der von uns 
dargestellten Priparate stellten wir fiir eine Phosphataselésung, 
die 32 PE/mg Trockengewicht enthielt, die Aktivitits-p,,-Kurve 
aut (Fig. 3), 

Die Versuche werden in der iiblichen Weise angesetzt durch Zu- 


sammengeben von 15 cem 0,15°/,iger Glycerophosphatlésung, von 5 cem des 


*) Die Nierenphosphatase zeigt also dasselbe Verhalten wie die Knochen- 
phosphatase, die ebenfalls mit Alkohol allein nicht fillbar ist. 

**) Die von Jenner und Kay (a. a.0.) nachgewiesene Vergiftung durch 
Blei spielt hier offenbar mit. 


*) Vel. Sevag, Biochem. Z. 273, 419 (1934). 
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entsprechenden Michaelisschen Veronalacetat-Puffers*) bzw. der gleiche, 
Menge eines */, mol. NaHCO,-Na,CO,-Puffers**), von 0,5 cem Magnesium, 
sulfatlésung entsprechend 500 y Magnesium und von 1 ccm Fermentlisung 
(= 0,32 mg). Die pa-Werte werden durch elektrometrische Messungen de; 
Lésungen gewonnen. — Als Mai der Aktivitit des Fermentes benutzte, 
wir die jeweilige Anfangsgeschwindigkeit, ausgedriickt durch den Umsat, 
nach 10 Minuten, der aus den Reaktionskurven (Fig. 4) abgelesen wird, 

Die Aktivitiits-p,-Kurve zeigt das gleichmaBige Aussehe, 
der Dissoziationsrestkurve eines Ampholyten, es sind keinerlei Ap. 
zeichen fiir die Existenz einer Phosphatase mit dem P,-Optimun 
bei 5—6***) vorhanden. Die von uns dargestellten reinen Priiparate 
sind somit als enzymatisch einheitlich anzusprechen. Das Wirkungs. 
optimum liegt in Ubereinstimmung mit yorliegenden Angaben 
bei py = 9,25. 
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Kine Berechnung?!) zeigt, daB die Kurve durch eine Uber- 
schneidung zweier Kurven entstanden ist. Die zugehérigen Disso- 
ziationskonstanten sind 2,5-10~° und 0,18-10-*% Ob sie allein 
dem Ferment oder einer Ferment—Substratverbindung zuzuschreiben 
sind, kann nicht entschieden werden. Optimal wirksam sind die 
undissoziierten Molekiile des Ampholyten. — Eine Zerstérung im 


*) Da wir nur die Anfangsstadien der Versuche beobachten, stehen 
seiner Verwendung keine Bedenken wegen der recht kleinen Pufferungs- 
kapazitit entgegen. 

**) Dieser Puffer wurde von Herrn Fil. lic. H. Brunius im hiesigen 
Institut zusammengestellt und berechnet. Fiir die liebenswiirdige Uber- 
lassung des Puffers danken wir Herrn Brunius herzlich. 

***) Typ der Erythrocyten- oder Milzphosphatase. 

*") Albers, Diese Z. 218, 120 (1933). 
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",|kalischen Gebiet, die die unreinen Priparate siimtlich zeigen, 
: tritt mit den reinen Praparaten gar nicht oder nur in stark ver- 
'mindertem MaB auf. Danach sind die Begleitstoffe offenbar der 
' Zerstorung férderlich. 


Eigenschaften der gereinigten Phosphatasepraparate. 


Verhalten bei der Dialyse. 
Die anfallenden Lésungen des Ferments sind sehr reich vor 


allem an anorganischem Phosphat*’) und auch an Magnesium- 
-jonen. Die Entfernung der anorganischen Bestandteile aus dem 
| Rohsaft durch Dialyse bereitet wegen des verhiltnismibig niedrigen 
' Molekulargewichts der Phosphatase (vgl. S. 183) Schwierigkeiten. 
' Das Ferment ist durch Kollodiumhiilsen in kurzer Zeit fast quanti- 
| tativ dialysierbar. 
| dialysator nach Gutbier fiir die Saccharase undurchlissig ist**), 
| ist fiir die Phosphatase eines Essigesterautolysats so weit durch- 
| lissig, daB die Aktivitat bereits nach 4stiindiger Schnelldialyse 
' auf ein Viertel des Anfangswertes gesunken ist (Tab. 4a). 


Kine Pergamentmembran, die im Schnell- 


Es ist bemerkenswert, da® der Gehalt eines solchen Dialysats an 
Magnesiumionen, welche die Phosphatase aktivieren®), noch ziemlich hoch 
ist: 50 c¢em Dialysat ergeben nach dem Eindampfen und Verbrennen mit 
Schwefelsiiure-Salpetersiure bei der Analyse noch 0,0142 g Mg,P,0,;. Noch 
anschaulicher zeigt die schwierige Entfernung des Magnesiums folgender 
Versuch: Ein Essigesterautolysat wird durch eine Kollodiummembran gegen 
fieBendes Wasser dialysiert (vgl. Tab. 4b); nach 16 stiindiger Schnelldialyse 
ist noch so viel Magnesium im Dialysat vorhanden, daB zugefiigtes Magnesium 
noch keine weiterhin aktivierende Wirkung zeigt; nach 37 Stunden ent- 
halten 17 cem Dialysat noch Magnesium entsprechend 0,0024 g Mg,P,O,. 
Daraus errechnet sich, daB die Reaktionslisung*) immer noch ungefihr 
10~* mol. mit Bezug auf Magnesium ist. Nun zeigt zugesetztes Magnesium 
eine geringe Aktivierung, gerade so viel, wie sich aus den Angaben von 
Jenner und Kay’) ableiten 1a8t. Diese Versuche zeigen, wie schwierig 
die vollkommene Entfernung des Magnesiums ist, und wie vorsichtig man 
bei der Beurteilung. der Magnesiumaktivierbarkeit vermeintlich elektrolytfrei 
dialysierter Priparate zu sein hat. Hinzu kommt, da der ,,Aktivierungs- 
faktor“ des Magnesiums iiber den Verlauf des Versuches, wie sich zeigte, 
durchaus nicht immer konstant ist, sondern daf er betriichtlich mit der 
Zeit ansteigt. Wir werden auf diese Frage noch gesondert zuriickkommen. 

Auch die bei Gegenwart von Toluol und Essigester freigelegte Phos- 
phatase passiert Kollodiummembranen verschiedener Durchlissigkeit fast 


*) Vgl. Teorell u. Norberg, Biochem. Z. 249, 52 (1932). 

**) Albers u. I, Meyer, Diese Z. 228, 122 (1934). 

‘) Die Versuche werden, wenn nicht anders bemerkt, immer nach der 
‘. 184 gegebenen ,,Normalvorschrift angestellt. 
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Tabelle 4. 
Verhalten der Phosphatase bei der Dialyse. 

















Dauer der} 0,5 cem legen in 100 Min, 
Dialyse —— frei entspr. 
a) Schnelldialyse ae ee. 0 Min. 0,255 mg Pp 
gament 165 ,, 0,112 mg P 
soipiesiainabiiaa tiie ___|.255 4 | 0,060mg Po 
b) Dialyse durch Kollodium- 0 Std 0,246 mg P 
membran gegen flieBendes oe ws 0,016 mg P (ohne Mg-zug. 
Wasser 0,016 mg P (+ 2,5 mg Mg) 
mM x 0,009 wa P (ohne Mg-zug) 
0,011 mg P (+ 2,5 mg Mg) 


vollkommen und selbst dann, wenn die Membranen eine lingere Zeit dure} 
Liegen in Alkohol gehirtet waren. Die Knochenphosphatase soll nach 
den Angaben von Martland und Robison") solche gehirteten Membrane 
nicht mehr passieren; es ist méglich, dab die offenbar wesentlich geringer 
Menge der gleichzeitig aus den Knochen freigelegten eiweiBspaltende 
Fermente den natiirlichen kolloiden Trager der Knochenphosphatase in 
einem hochmolekularen Zustand belibt, wihrend bei den Nierenautolysaten 
ein weitgehender Abbau des Triigers bereits eingetreten ist. — In Bestitigung 
einer Angabe von Erdtman und von Jenner und Kay bemerkten auch 
wir die auffallende Tatsache, dai ein geringer Teil der Phosphatase nicht 
dialysierbar war (vgl. die Tab. 4b). Auch bei der Ultrafiltration in der 
nachstehend beschriebenen Anordnung, bei der die zuriickgehaltenen Anteile 
sehr intensiv mit Wasser gewaschen werden konnten, blieb immer ein 
kleiner Teil des Fermentes, ungefiihr '/,., des urspriinglich vorhandener, 
nicht ultrafiltrierbar*). 


Nach vielen vergleichenden Versuchen erwiesen sich fiir die 
erfolgreiche Dialyse der Phosphatase diinne Cellulosemembranen™' 
als am besten geeignet. Sie sind dicht genug, um die Phosphatase 
zuriickzuhalten und gestatten in der Schnelldialysenanordnung 
ein geniigend rasches Durchtreten der anorganischen Ionen. Mit 
fortschreitender Entfernung der dialysablen Stoffe tritt eine immer 
schnellere Inaktivierung der Innenfliissigkeit des Dialysators eit, 
der eintretende Reinigungseffekt wird dadurch gréBtenteils wieder 
zunichte gemacht. Die Tab. 5 zeigt dieses Ergebnis durch einen 
Vergleich der 2. und 3. Spalte. Man sieht, daB der Magnesiumn- 
gehalt * *4) der Dialysate sehr gering ist, ein Phosphatgehalt ist 





" —_— ist dies auch immer die ungefihre GréBe des aus Adsorbaten 
wieder eluierbaren Fermentanteils. Es ist méglich, daB diese beiden Tat- 
sachen in einem ursichlichen Zusammenhang stehen. 

**) ,,Cellutat“, Hersteller: A. B. Papyrus, Mélndal. 

*4) Gepriift nach der Methode von F. L. Hahn, ygl. Euler, Hell: 
strém u. Runehjelm, Diese Z. 187, 131 (1930). 
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| immer noch nachweisbar. Ein ausfallender Niederschlag ist enzy- 
- matisch inaktiv. 


Tabelle 5. 





























ys aon | t 
,53|3£ [e398] Phosphat | 2. 2 
see lea ls E 80 igen $5 0 Bemerkungen 
ea” ieaiess im ccm a ™ 
Q.a14 m Bb ap to & 
Beeitig [Bq entspr iis 
se ‘ p qs 
2 76,5 - 0,111 mg P 
29 49,5 - 0,0047 mg P|] <1y 
0 12,3 | 0,90 | 0,0252 mg P Nach Herausnahme aus 
94 4,1 0,15 | 0,0024mg P] <1ly dem Dialysator zeigt die 
25 2,1 — — <1y toluoliiberschicht. Lésung 
iiber Nacht Inaktivierung 
a um 80 °/, 
0 16,4 | 1,20 — Nach Herausnahme aus 
20 7,5 | 0,32 | 0,0025mg P] <1y dem Dialysator in 4 Std. 
Inaktivierung um 15 °/, 


Es hat den Anschein, als ob die rasche Inaktivierung auf 
der Herauslésung einer sonst schwer dissoziierbaren”®), stabili- 
sierenden Komponente (vielleicht von Magnesium) beruhe. Die 
oflenbar weniger rasche Inaktivierung konzentrierterer Enzym- 
lisungen steht mit dieser Erklirung in Einklang, nach dem 
Massenwirkungsgesetz sollte das Dissoziationsgleichgewicht zu- 
ungunsten jener Komponente verschoben sein. In dieselbe 
Richtung weisen die Ergebnisse von Elektrodialyseversuchen. 


Verhalten der Phosphatase bei der Elektrodialyse. 


Die Versuche zur Elektrodialyse der Phosphataselésungen 
wurden in dem nachstehend beschriebenen Elektrodialysator vor- 
genommen, Die Stromstiirken wurden durch Anlegen verschiedener 
Spannungen variiert, die notwendigen Spannungen betrugen zwischen 
45 und 150—160 Volt. Die aus den Analysen der Fermentliésung 
in der Mittelzelle gewonnenen Ergebnisse in Abhiangigkeit von 
ler Dialysendauer zeigt fiir verschiedene Stromstirken die Fig. 5. 

In allen Versuchen tritt ein fortschreitender Abfall der 
Aktivitaét*) ein, im Versuch I mit der geringsten Stromstiirke ist 
dieser Abfall am kleinsten. Auch nach Abstellen des Stromes 


*) Vgl. Kay, Physiologic. Rev. 12, 396 (1932). 
__ *) Unreinere Priparate scheinen nicht so schnell inaktiviert zu werden. 
Vel. Jenner u. Kay?) und Uzawa, J. of Biochem. 15, 1 (1932). 
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schreitet die Inaktivierung fort (z. B. fallt beim Versuch II gj 
Aktivitét nach Herausnahme der Mittelfliissigkeit aus dem Dig. 
lysator in 2 Stunden auf 3,6, in 18 Stunden auf 0,46 PE/ccn 
ein Hinweis, daB vom Phosphatasemolekiil unter der Einwirkung 
des elektrischen Stromes ein stabilisierender Stoff abgelést wurde 
Offenbar wird das Phosphatasemolekiil schon bei dieser Ablésung 
veriindert, denn weder bei den einfachen Dialysen noch bei dee 
Elektrodialysen kann die eingetretene Inaktivierung durch Zugaly 
des Aktivators Magnesium riickgiingig gemacht werden (obgleic) 
bei den magnesiumfreien Dialysaten eine begrenzte Aktivierun 
natiirlich eintritt). Auch die Fliissigkeiten der AuBenzellen*) de 
Elektrodialysators vermégen weder gemeinsam noch allein eine 
Aktivierung hervorzurufen, sie selber sind enzymatisch inaktiy, 





= T T T 











~ 
n 1 1 ~~ ————, a | 
50 WOO =150 = =—200 250 «SO 
Flektrocialysendaver in Minuten 





Fig. 5. 
I: Mittlere Stromstirke 3,3 MA. III: Mittlere Stromstiirke 20 MA. 
Il: ™ be 11 MA. iv: ™ ~ 21 MA. 
I, IT: ---.------ Weiterer Aktivitétsabfall ohne Einwirkung des elektrischen Stromes. 


Man kénnte daran denken, daB die Phosphatase an einer 
der Membranen niedergeschlagen und adsorbiert wiirde. Dies 
scheint nicht der Fall zu sein, denn die zerschnittenen Membrane 
vermégen in einem Reaktionsansatz keine Spaltung von Glycero- 
phosphat hervorzurufen. Auch bei Anwendung von Membrane. 

s ,,Cellit* (Acetylcellulose), die sofort nach der Elektrodialyse 
in Aceton aufgelést wurden, zeigte der ungeliste geringe Riick- 
stand keine Aktivitat. Eine Wanderung der Phosphatase im elek- 
trischen Felde und der Durchtritt durch eine Membran in det 


*) NaturgeméB sind in ihnen Magnesium- und Phosphationen nach: 
zuweisen, die Abnahme dieser Ionen in der Innenfliissigkeit fallt kaum ins 
Gewicht. 
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 jetreffenden Elektrodenraum, wo sie an der Elektrode zerstirt 
| werden kénnte, ist auszuschlieBen, denn bei Zwischenschaltung je 
einer weiteren Zelle zwischen die Elektrodenzellen und die Mittel- 
| pelle ist in den Zwischenzellen zu keiner Zeit Phosphatase nach- 
_ yeisbar. — Mdglich bleibt natiirlich die Aktivierung oder Ent- 
| stehung eines Hemmungskorpers bei der Elektrodialyse; diese 
' Annahme ist jedoch wegen der gleichgerichteten Erscheinungen 
bei der einfachen Dialyse unwahrscheinlich. 


Molekulargewicht der Phosphatase. 
Nach v. Euler**) liegt in der Bestimmung der Geschwindig- 
keit der ,freien Diffusion“ ein Weg vor, das Molekulargewicht 
eines Stoffes unabhiingig von anwesenden Verunreinigungen zu 


| bestimmen. Wir unternahmen mit der Phosphatase zwei orien- 
' tierendeVersuche mit einem Priparat des Reinheitsgrades 8,54 PE/mg. 
Wir fanden mit den durch Kollodium ultrafiltrierten Loésungen, 


welche véllig klar und farblos waren, Molekulargewichte von 6000 


' und 10000. Die Lésungen muBten zur Vermeidung von Turbulenz- 
| stirungen durch Auflésen von 4°/, Natriumchlorid*) beschwert 
| werden. 


Nun ist die Phosphatase aus ihren Lésungen durch Halb- 
sittigung mit Ammoniumsulfat zum Teil und durch Sittigung fast 
vollkommen fillbar; auch der Zusatz von Natriumchlorid fillt 


einen geringen 'eil des Enzyms aus. Vermehrter Elektroiytzusatz 


vermehrt also die Aggregation der Phosphataseteilchen, und da 
sicher jeder zu einer Fillung fiihrenden (also weitgehenden) 


Aggregation zuniichst eine minder weitgehende Aggregation voraus- 


geht™*), ist mit Wahrscheinlichkeit auch durch die Natriumchlorid- 
zugabe schon mit einer Erhéhung des Molekulargewichts zu rech- 


_ nen***), Die angegebenen Werte stellen danach obere Grenzwerte dar. 


Ausfiihrung der Bestimmung’): Die toluolgesittigte, mit 4°/, Natrium- 
chlorid (p. a.) beschwerte Phosphataselésung diffundiert in eine toluol- 


*) Wiedemanns Ann. 63, 273 (1897). 
*) Nach Erdtman ist Natriumechlorid ohne EinfluB auf die Aktivitit 


| der Phosphatase. 


*) Wie Albers u. I. Meyer es fiir den Fall der Saccharase erweisen 


| konnten. 


“*) Nach einer freundlichen Privatmitteilung von Herrn Prof. Myrbick 


| haben Myrback und Jorpes in vergleichenden Versuchen bei steigender 
_ Natriumehloridzugabe (0Q—5°/,) eine Erhdhung des Molekulargewichtes bei 
| Pankreasnucleinsdure von 500 auf 4000 und bei Hefenucleinsiiure von 400 
| auf 2000 beobachtet. 


*') Vel. wegen der Einzelheiten Oeholm, Z.physik. Chem. 70, 378 (1910). 
13* 
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gesittigte 2°/, ige Natriumchloridlésung. Von 2 Bestimmungen wird die ej: 
nach 61,5 Stunden, die andere nach 110,5 Stunden abgebrochen. Die Tah; 
stellt die in den einzelnen Schichten gefundenen PE*) und die anteiligey 
Prozente vom Gesamtgehalt dar. Aus ihnen wird das Molekulargewich; 
berechnet. 





Tabelle 6. 





— ST ao = SRSA a 











Diffusion abgebrochen nach 
2,56 Tagen 4,60 Tagen 
PE/cem “le PE/cem a 
1. Schicht..... 31,6 69,2 21,2 57,8 
ae: eee cea 11,2 24,4 6,37 17,15 
re eee 1,85 4,04 4.43 12,1 
ie ee ee 1,21 2,65 4,71 | 128 
Apparatkonstante. . . | 0,088 0,097 
Berechnetes Mol.-Gew. | 10000 6500 


Thermolabilitit der Phosphatase. 


Die von Kay*) gefundene Zerstérung der Wirksamkeit is 
auch fiir Lésungen gereinigter Phosphatase festzustellen. 20 stiin. 
diges Verweilen im Thermostaten bei 35° laBt die Aktivitit w 
20°/, zuriickgehen, gleichzeitig fillt ein Niederschlag von fibrin- 
artigem Aussehen aus. Bei 10 Minuten langem Erwirmen auf 50! 
tritt keine Schidigung ein, nach gleichlanger Erwarmung auf 75! 
ist fast nichts mehr von der urspriinglichen Aktivitiéit vorhanden. 
Die Halbwertszeit**) bei 60° betriigt 2,3 Minuten. 


Methodisecher Teil. 


Die Bestimmung der Fermentaktivitat wird in Anlehnung an die 
Angaben Ehrensvards vorgenommen. 15 cem einer 0,15°/,igen Natrium- 
8-glycerophosphatlésung (entsprechend ungefiihr 2 mg P) werden mit 5 ccm 
Michaelisschen Veronal-Acetatpuffers vom py = 8,92***) und mit 0,5 cem 
Magnesiumsulfatlésung entsprechend 500 y Mg (zur maximalen Aktivierung 


*) In einer besonderen Versuchsreihe stellten wir fest, daB verdiinnte 
Lésungen ebenso stabil sind wie die konzentrierten Lésungen der Phos 
phatase. Das im Diffusionsversuch vorhandene Quecksilber ist unschiidlich. 

**) Die bis zur halben Inaktivierung vergehende Zeit. Vgl. v. Euler, 
Chemie der Enzyme, Bd.I, S. 273 (1925). 

***) Wir wihlten das pp mit Absicht etwas tiefer, als es dem Optimum 
entspricht, um auf jeden Fall auch fiir die unreineren Priparate (vgl. S. 17) 
eine Inaktivierung der Phosphatase zu vermeiden. Die maximalen Ak- 
tivitiiten unserer Priiparate liegen demgemi8 um etwa 10°/, hdher als dit 
bei py = 8,92 gemessenen. 
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: des Ferments) einige Minuten im Thermostaten aut die Reaktionstemperatur 
' 959 yorgewirmt und sodann mit der jeweiligen Fermentmenge versetzt. 
' Nach gegebenen Zeiten werden Proben entnommen zur Bestimmung des 
3 freigelegten Phosphats. Der Phosphatgehalt der Fermentlésungen wurde 
- durch Messung der Reaktionsansiitze gegen einen Nullansatz (ohne Glycero- 


phosphat) eliminiert. Das Glycerophosphat zeigt in den Versuchszeiten 


raktisch keine spontane Spaltung. 
Die Bestimmung des Phosphats geschieht nach der colorimetrischen 


| \Methode von Fiske und Subbarow'”’) und nach der genauen Vorschrift, 


die Teorell'*) dafiir fiir das Stufenphotometer ausgearbeitet hat. Die Me- 
thode wurde stindig durch Bestimmungen von Phosphatlésungen bekannten 
Gehaltes kontrolliert, sie ist bei sorgfiltiger Ausfiihrung auf 1—2°/, genau. 


Die Ultrafiltration nahmen wir mit Vorteil in Kollodiumhiilsen vor, 
die im Stiitzgeriist einer ,,Soxhlethiilse“*) nach Art der Ostwaldschen 
Spontanfilter?*) erzeugt werden. Die feuchten Soxhlethiilsen werden mit 
Kollodiumlésung ausgeschwenkt und umgekehrt zum oberflichlichen Trocknen 


 aufgestellt. Nach kurzer Zeit wird das Ausschwenken mit Kollodiumlésung 


wiederholt, sodann werden die Hiilsen nach 2stiindigem Trocknen zur Ent- 
fernung von Verunreinigungen einige Stunden gewissert. Man verschlieBt 
sie nun vorsichtig mit einem durchbohrten Gummistopfen und befestigt 
Hiilse und Gummistopfen aneinander durch einen tibergeschobenen Gummi- 
schlauch**) und durch eine um diesen gelegte Drahtschlinge (Fig. 6). 

Fiir Dialysen sind solche Kollodiumhiilsen ausgezeichnet brauchbar. 
Sie sind so stabil, daB man ohne weiteres in ihnen eine Art Schnelldialyse 
unter Riihren ausfiihren kann, indem man durch das zum Festklemmen 
dienende eingesteckte Glasrohr einen Riihrer einfiihrt. (Die im Text be- 
schriebenen Schnelldialysen sind jedoch in einem noch wirksameren, nach 
Art des Gutbierschen Schnelldialysators konstruierten Apparat vor- 
genommen.) 

Fir Ultrafiltrationen unter Druck (vgl. Fig. 6) wird die Hiilse 
bis oben hin mit der zu filtrierenden Fliissigkeit gefillt. Dann wird ein 
2m langes Kapillarrohr***) (1 mm lichte Weite), welches in Verbindung mit 
cinem U-Stiick das Waschwasser bzw. die Vorratsfliissigkeit aus einer hoch- 
gestellten Flasche heraushebert, schnell in die Offnung des Gummistopfens 
eingefiihrt. Je nach der Dichte der Kollodiummembran geht nun die 
Ultrafiltration mehr oder minder rasch unter dem Druck von ungefihr 
', Atm. vor sich. Man kann die Hiilse in ein mit einem Pappdeckel ver- 
schlieBbares AuffanggefaB hineinragen lassen und vermeidet so jede Ver- 
schmutzung und eine Verdunstung des Ultrafiltrats. Empfindliche Lésungen 
kann man durch teilweisen Ersatz des Kapillarrohres durch einen Gummi- 
schlauch leicht im Eisschrank filtrieren lassen. — Die Anordnung arbeitet 


*) Hiilsen fiir Extraktionsapparate, Schleicher & Schill Nr. 603. 

°°) Vgl. Chemiker-Z. 42, 186 (1918). 

“) Das geschieht am einfachsten in der Weise, da8 man zuniichst den 
‘rummischlauch iiber ein weites Glasrohr schiebt, in das die Hiilse gerade 
hineinpaBt. Ohne Beschidigung der Hiilse kann man den Gummischlauch 


nun von dem Glasrohr ab und iiber Hiilse und Stopfen gleiten lassen. 
**) Zur Vermeidung von Vermischungen. 
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ohne jede Aufsicht véllig stérungsfrei; die Hiilsen lassen durch den |p. 
sonderen Aufbau der Kollodiumhaut Wasser sehr schnell durchtretey,. 


Einfacher Laboratoriumselektrodialysator. Einen Apparat 2, 
Elektrodialyse stellten wir aus sogenannten ,,Absorptionskiivetten ¢o, 
Firma Carl Zeiss-Jena zusammen. Wie aus der Fig.7 ersichtlich, yipj 
ein Satz von drei Kiivetten durch die Klemmringe und entsprechend yer. 
lingerte Schrauben fest zusammengeprebt. Zwischen den Elektrodenzelle, 
und der Mittelzelle sind die Membranen mit Hilfe je zweier Gummiring 
eingeklemmt, den Abschlu8 bilden zwei Glasfenster. Als Elektroden yer. 
wendet man einen Satz von mit einem Schraubenquetschbahn zusammen. 
gehaltener, homogener Kohlestiibe oder Platinnetze. Die Lésung der Mitte) 
zelle muB wiihrend der Elektrodialyse geriihrt werden, dadurch werden dig 
Elektrodenfliissigkeiten geniigend mitbewegt, so daB sich deren gesonderte: 
Riihren eribrigt. 


Will man mit Hilfe der Elektrodialyse Trennungen niedermolekularer 
Anteile auf Grund von verschiedener Wanderungsrichtung und -geschwindig. 
keit durchfiihren, oder wiinscht man den zu nahen Kontakt der Unter. 


ee ur Vorrats- 



































Tig. 6. Fig. 7. 
Ultrafiltrationseinrichtung. Elektrodialysator. 


suchungslésung mit den Elektrodenfliissigkeiten zu vermeiden, so verwendet 
man einen Satz von fiinf oder mehr Kiivetten, indem die Lésung entweder 
in die mittlere Zelle oder in eine der seitlichen gegeben wird. 


Die Elektrodenfliissigkeiten sind 6fter zu wechseln bzw. es ist zur 
Erzielung maximaler Wirksamkeit mit einer passenden Einrichtung fit 
Wasserdurchflu8 zu sorgen. 


Das Fassungsvermégen des Elektrodialysators kann man den Bediir'- 
nissen entsprechend durch Wahl der Kiivettendicken variieren. Fiir Elektro- 
dialysen bei konstanter oder héherer Temperatur wird der ganze Apparat 
in einen Thermostaten gestellt. —- Der angegebene Elektrodialysator hat 
neben seiner Billigkeit den Vorteil, da8 man durch die Glasfenster jederzeit 
die Vorgiinge in den Zellen beobachten kann. Auch ist das Steingutmaterial 
der Kiivetten leicht sauber zu halten. 


Erwihnt sei noch, daB man jene Zeissschen Kiivetten auch recht gut 
zur Ultrafiltration unter dem Minderdruck der Wasserstrahlpumpe ver 
wenden kann. Man setzt eine Filtrationsanordnung in folgender Reihen- 
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folge zusammen (von unten beginnend): Klemmring, feste Glasplatte (min- 
destens 0,5 em dick) oder Metallplatte*),-Gummiring—Kiivette-Gummiring- 


festes Leinentuch—Filtriermembran **)-Gummiring-Kiivette-Klemmring. Das 


Leinentuch dient als Stiitze fiir die Filtriermembran, es wird in trockenem 


' Justand stramm iiber den Rand der unteren Kiivette gespannt. ~ Deren (nun- 


mebr seitlicher) Tubus wird mit einem mit Glasrohr versehenen Gummi- 


stopfen verschlossen und mit der Wasserstrahlpumpe verbunden. Vor der 


' Filtration wird zunichst unter geringem Minderdruck einige Zeit Wasser 


durch die Membran gesaugt, um durch eine leichte Quellung ihre Elastizitiit 
zu erhdhen. 


Zusammenfassung. 


Es werden die Darstellung und die Kigenschaften hochaktiver 
Priparate der Nierenphosphatase beschrieben. 


1. Zur Freilegung von Phosphatase aus lerischen Organen 
bewihrt sich als autolysierendes Agens Essigester: er verhindert 
das In-Lésunggehen von Blutfarbstoff, und er bewirkt die selbst- 
tiitige Kinstellung einer fir die selektive Freilegung giinstigen 
Aciditiit, bei der keine hochmolekularen KiweiBe in Lisung gehen. 

2. Toluol als autolysierendes Agens ergibt Phosphatase- 
priparate geringerer Aktivitiit. Es bewirkt aber eine weitergehende 
Freilegung des Enzyms als der Essigester. 

3. Durch Verwendung eines Gemisches von Toluol und Essig- 
ester zur Autolyse lassen sich beide Vorteile vereinen: man ge- 
winnt in kurzer Zeit aktive und enzymatisch einheitliche Ferment- 
lésungen. 

4, Durch fraktionierte Fallung mit Alkohol kann die Phos- 
phatase aus solchen Lésungen in weitgehend gereinigtem Zustand 
abgeschieden werden. 


5. Die abgeschiedenen Praparate haben stets einen gréBeren 
(resamtgehalt an Phosphatase als die urspriingliche Lésung. Diese 
scheinbare Vermehrung wird einem in den Lésungen vorhandenen 
Hemmungsstoff zugeschrieben, der durch Alkohol nicht mit ge- 
fallt wird. 

6. Die fraktionierte Fallung mit Alkohol wird zur weiteren 
Reinigung der nach Punkt 4 abgeschiedenen Fraktionen verwendet; 
sie liefert hochaktive Praparate von bisher unerreichbaren Rein- 
heitsgraden. Diese Praparate enthalten als hartniickige Begleit- 


*) Evtl. gummiert oder durch resistenten Anstrich oder Verchromung 
geschiitzt. 
_ ™) Die Membran muB8 feucht einige Elastizitit besitzen, sonst reiBt 
sie unter dem Minderdruck. 
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stoffe Magnesiumsalz und anorganisches Phosphat. Nach 4}. 
scheidung derselben enthalten die bisher besten Priparate 150 PR 
im Milligramm. 

7. Die Aktivitits-p,,-Kurve erweist die enzymatische Einheitlic). 
keit der gewonnenen hochaktiven Priaparate, eine Phosphatase },;; 
dem p,,-Optimum im sauren Gebiet ist in ihnen nicht vorhandey, 

8. Die Nierenphosphatase zeigt nach orientierenden Bestip. 
mungen ein relativ geringes Molekulargewicht zwischen den obere, 
Grenzwerten von 6000—10000. 

9. Ergebnisse von Dialysen und Elektrodialysen lassen au 
die Herauslésung einer an sich schwer dissoziierbaren, die Phos. 
phatase stabilisierenden Komponente, vielleicht von Magnesiun, 
schlieBen. 

10. Es werden einfache Kinrichtungen fiir Ultrafiltration uni 
Dialyse und fiir die Elektrodialyse beschrieben. 


Herrn Professor von Kuler sind wir fiir Anregungen unl 
fiir die Unterstiitzung, die er dieser Arbeit in seinem Institut 
zuteil werden lieB, zu groBem Dank verpflichtet. 
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Uber eine einfache Methode 
zur Darstellung hochaktiver Phosphatasepraparate 
aus tierischem Material. 


(2. Mitteilung zur Kenntnis der Phosphatasen.) 


Von 


H. und E. Albers. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Januar 1935.) 


Die in der vorangehenden Abhandlung beschriebene Reini- 
vung der Nierenphosphatase durch fraktionierte Fallung ihrer 
wiBrigen Lésungen mit Alkohol fiihrte zu bisher nicht zuging- 
lichen hochaktiven Priiparaten. Aus Phosphataselésungen wird 
bis zu einer Alkoholkonzentration von 58 Vol.-°/, nur wenig, bei 
Vermehrung der Alkoholkonzentration von 58 auf 63°/, fast die 
gesamte Phosphatase ausgefallt. Bei weiterer Alkoholvermehrung 
fallen wiederum inaktive Niederschlige. In Weiterentwicklung 
dieser Fraktionierungsmethode gelang es uns, eine Methode aus- 
zuarbeiten, die es gestattet, direkt durch Fiallung aus den mit 
Toluol—Kssigestergemisch gewonnenen Autolysensiften tierischer 
Organe Phosphatasepriiparate zu erhalten, die in ihrem Reinheits- 
grad den besten durch zweimalige Alkoholfraktionierung er- 
haltenen nicht nachstehen. 

Wir fragten uns, ob es nicht schon bei der Autolyse még- 
lich sei, die mengenmiBig gréBte und an Ferment irmste ,,erste 
Fraktion* der Alkoholfillung dadurch gar nicht erst in Lésung 
zu bringen, daB man dem Autolysengemisch von vorneherein eine 
entsprechende Menge an Alkohol zusetzt. In der Tat erwies 
sich dieser Weg als gangbar. Hs zeigte sich, dab der Alkohol- 
zusatz nicht nur die Giite der im weiteren Gang ausgefallten 
Phosphatase verbessert, sondern auch deren Ausbeute. Sehr 
gute Erfolge erzielten wir mit Ansitzen, die neben Toluol und 
Essigester auf 1kg Nierenbrei 1 Liter 50°/,igen Alkohol ent- 
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hielten. Die tatsichliche Konzentration an Alkohol im ganzen Ge. 
misch liegt zwischen 25 und 30°/,; ein in der folgenden Tab). | 
aufgefiihrter Versuch (P) lehrt, dai die Verwendung von 80°/, igen, 
Alkohol, der die Alkoholkonzentration fiir das ganze Gemisch 
auf ungefahr 50°/, einstellen wiirde, wesentlich schlechtere Resul- 
tate liefert. Fir die Verhinderung des In-Lésung-gehens der 
inaktiven Fraktion geniigt offenbar eine geringere Alkoholkonzen- 
tration, als zu ihrer Fillung bei einmal erfolgter Auflésung be- 
nétigt wird. 

Aus den nach bestimmter Zeit abgebrochenen Autolysen wird 
im gewoéhnlichen Ansatz die gesamte Phosphatase durch Zufiigung 
von Alkohol bis zu einem Gehalt von 65°/, auf einmal gefiillt, 
Die Tab. 1 zeigt, daB die anfallenden Fermentpriparate bei drei- 
stiindiger Autolyse der hochwertigen ,,zweiten Fraktion“, die in 
der vorangehenden Abhandlung beschrieben wurde, entsprechen. 
Man kann diese eine Fraktion noch unterteilen durch fraktio- 
nierte Fallung und erhilt so eine Steigerung der Reinheit um 
50°/, (Versuch N, Tab. 1). Fiir priiparative Zwecke bietet diese 
Steigerung keinen groBen Nutzen, da sich die direkt gefiillten 
Praparate ebenso leicht weiter reinigen lassen. 
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Anfangsast und Endast der Kurven (durch gestrichelte Linien verbunden) sind mit 
verschiedenen Nieren gewonnen; daraus sind die Abweichungen zu erkliren, die aber 
die gezogenen Schliisse nicht beeinflussen. 


Kin bedeutender Vorteil, den die alkoholische Autolyse bietet. 
liegt nun darin, daB sie gestattet, die Autolyse iiber eine lin- 
gere Zeit auszudehnen. Wenn alkoholfreie Autolysate lin- 
gere Zeit mit den Nierenresten in Beriihrung bleiben, tritt bald 
ein fermentativer Abbau der fillbaren Stoffe und Inaktivierung 
ein: die Phosphatase ist aus alten Autolysaten nur noch zu einem 











n Ge. 
ab, ] 
igen 
misch 
tesul- 
S$ der 
nzen- 


g he. 


wird 
igung 
f allt, 
drei- 
le in 
chen. 
ktio- 
; um 
liese 
Ilten 





Binfache Methode z. Darstellung hochakt. Phosphatasepriparate usw. 198 


geringen Teil, oft nur nach Zufiigung von Ather fallbar. Es 
 pleibt auf diese Weise immer unsicher, ob die gesamte in den 


Nieren vorhandene Phosphatase bereits freigelegt ist, oder ob 
sich nicht die Vorginge der Freilegung mit denen der Inakti- 
yierung und des Abbaus fallbaren Materials iiberschneiden. In 
den alkoholhaltigen Autolysaten werden die durch Alkohol 
fillbaren Stoffe ebenfalls abgebaut, aber offenbar bleibt bei 
diesem Abbau die Phosphatase verschont: sie bleibt quan- 
titativ fallbar. 

Die Tab. 2 und die Kurven der Figur zeigen, daB die 
Freilegung der Phosphatase aus dem Nierenbrei schon nach 
30 Stunden fast ihr Maximum erreicht hat, nach dieser Zeit 
nimmt die Ausbeute, ausgedriickt in PE pro Gramm Nierenbrei, 
und dementsprechend die Aktivitit der Rohsifte*) kaum noch zu. 
Die Aktivitit der ausfaillbaren Phosphatase steigt auch 
nach erfolgter Freilegung weiter an; die unwesentlichen hoch- 
molekularen Begleitstofie werden zu kleineren Molekiilen abgebaut, 
die durch Alkohol nicht mehr gefillt werden. Hier findet die von 
Ehrensvard?) angestrebte Reinigung auf fermentativem Wege 
in ihrem natiirlichen Milieu durch die Begleitfermente statt. Dab 
bei diesem Abbau auch Fermente abgebaut werden, kann man 
sehr schén daran erkennen, daB die Farbe der Rohsifte von 
einem goldgelben Ton mehr und mehr umschligt in ein prichtig 
fluorescierendes reines Griin, eine Veriinderung, die durch den 
Abbau des in der Niere reichlich vorhandenen Flavinfermentes ”) 
hervorgerufen wird. 

Fiir die praparative Darstellung von hochaktiven Phosphatase- 
priiparaten aus Nieren ergibt sich als einfachste Methode dem- 
nach die Durchfiithrung der Autolyse mit Toluol—Essigestergemisch 
im alkoholischen Medium: Frische Schweinenieren werden sorg- 
filtig gewaschen, von Hiuten und Fettresten befreit, wiederum 
gewaschen und in einer Fleischmiihle fein zermahlen. 1 kg Nieren- 
brei wird mit 100 ccm eines Gemisches gleicher Volumina reinen 
Essigesters und Toluols und mit 1 Liter 50°/,igen Alkohols ver- 
setzt. Nach 4—5tigigem Schiitteln des Gemisches bei Zimmer- 
temperatur werden die groben Anteile abgesiebt und die triibe 


*) Die Rohsiifte haben praktisch immer denselben Phosphatgehalt von 
0,20 mg P/0,5 cem. 

) Diese Z. 217, 274 (1933). 

*) y. Euler u. Adler, Diese Z. 223, 105 (1934). 
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Liésung durch Faltenfilter filtriert. In kurzer Zeit sind die 
Lésungen filtriert, die véllig klaren Sifte werden mit Alkohol bis 
zu einem Gehalt von 65 Vol.-°/, versetzt. Den Niederschlag 
liBt man einige Stunden zusammenflocken; nach dem Abdekap- 
tieren der tiberstehenden Lisung wird er abzentrifugiert und 
2mal mit Alkohol und 1 mal mit Ather gewaschen. Der ither. 
feuchte Niederschlag wird in diinner Schicht im Vakuum oder 
an der Luft auf einer auf 30° erwirmten Glasplatte schnell ge- 
trocknet, er stellt ein nur leicht briunlich gefirbtes*) Pulver dar 
mit einem Phosphatasegehalt von 40—50 PE/mg. Die so aus 
den Nieren gewonnenen Rohprodukte haben eine bis zu 
10mal gréBere Reinheit als die bisher besten, durch 
Reinigung von Knochenphosphatase gewonnenen Pripa- 
rate und eine bis zu 100mal gréBere Reinheit als die 
entsprechenden Rohprodukte aus Knochen. 

Zur Herstellung hochaktiver und enzymatisch einheitlicher* 
Phosphatasepriaparate stellen die Nieren somit ein giinstiges Aus- 
gangsmaterial dar. — Man kann in der beschriebenen Weise auch 
aus anderen Ausgangsmaterialien iihnlich aktive Priparate ge- 
winnen. So konnte aus der Darmschleimhaut*) von sechs aus- 
gewachsenen Ratten (17,5ccm Schleim) durch 15 stiindige Autolyse 
nach Fallung der filtrierten Rohliésung mit dem 1,25 fachen 
Volumen Alkohol***) 14,8 mg eines rein weiBen und fast klar in 
Wasser léslichen Pulvers erhalten werden mit einer Aktivitiit 
von 28 PE/mg. Der Zusatz einer weiteren gleichen Alkoholmenge 
laBt nur eine Triibung entstehen, bei Zusatz von Ather fallt ein 
kérniger weiBer Niederschlag, der in Wasser klar léslich ist, aber 
nur ein Drittel der Aktivitat des ersten Niederschlags besitzt 
(9,4 PE/mg). Es ist interessant, daB in der Darmschleimhaut der 
Ratte jener Hemmungskérper+), dessen Anwesenheit sich durch: 
die scheinbar vermehrte Phosphatasemenge in den Niederschliigen 


*) Bei einfacher Trocknung an der Luft [ohne Erwirmen auf einer 
Glasplatte] erhilt man dunkler gefiirbte Produkte. Diese sind allerdings 
ebenso aktiv wie jene hellen. 

**) Auf Grund der Aktivitits-p;;-Kurve sind keine im sauren Gebiet 
wirksamen Phosphatasen vorhanden. 

*) Nach Kay [Biochemic. J. 22, 855 (1928); Physiol. Rev. 12, 388 
(1932)) besonders reich an Phosphatase, 

***) Die zur Fillung der Phosphatase notwendige Alkoholmenge 
wechselt mit den Begleitstoffen (vgi. die vorangehende Abhandlung §. 175). 

+) Vgl. die vorangehende Mitteilung. 
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' bemerkbar macht, nicht vorkommt, denn die Menge der Phos- 


jhatase im Rohsaft und in den Niederschliigen ist annihernd 


 dieselbe (vgl. Tab. 1). 


Zusammenfassung. 
Ks wird eine Methode beschrieben zur einfachen Gewinnung 


- hochaktiver Phosphatasepriparate. 


Bei der Freilegung der Phosphatase aus tierischen Organen 


' mit Toluol und Essigester kann durch Zufiigung von Alkohol zum 


Autolysenansatz einmal die Auflésung héhermolekularer Eiweib- 
stoffe verhindert werden. Zum andern werden die Abbauvorginge 
wihrend der Autolyse in dem Sinne beeinfluBt, dab nur die un- 
wesentlichen Begleitstoffe zu niedermolekularen und nicht mehr 


durch weiteren Alkoholzusatz fallbaren Bausteinen abgebaut 


werden, wahrend die Phosphatase nicht angegriffen wird und 


| quantitativ fallbar bleibt. Sie wird direkt aus den Autolysen- 
 siften in hochgereinigtem Zustand mit einem Gehalt von 40 bis 


50 PE/mg abgeschieden. 
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(Aus der Inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, Siidmandschurei.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Januar 1935.) 


950 
Bei der fermentativen Aufspaltung der Hefenucleinsiure mit a 
Nuclease aus Kaninchendarm und Rinderdarm und -leber wurdenficet: 
Guanosin, Inosin, Cytidin, Uridin gewonnen. In der vorliegendenR”*° 
Mitteilung soll die Aufspaltung der Hefenucleinsiure mit Nuclease oe 
aus Rinderniere beschrieben werden. Es wurden Guanylsiiur, Gen 
Guanosin, Uridin, Guanin, Hypoxanthin, Xanthin isoliert; Adenosin, fdas 
Cytidin, Adenin, Cytosin und Uracyl wurden nicht gewonnen. im \ 
DaB sowohl bei gesteigerter Nierenfunktion wie bei Autolyse * 
Ammoniak in der Niere gebildet wird, ist schon von Embden,fp.,, 
Gyérgy und Makino festgestellt worden. Als Quelle diesesfMnit 
Ammoniaks konnten durch Untersuchungen im hiesigen Labora- jh! 
torium neben Adeninnucleotiden auch andere Nucleinsduren fest-(p'!!" 
gestellt werden. Andererseits wurde bewiesen, daB die durch Nucleo- a 
tidasewirkung entstehenden Nucleoside auch von Nierenextrakt an- 
gegriffen werden. Nach Levene und Euler hat die Schweineniere§,,. 
eine starke Nucleosidasewirkung, besonders auf Adenosin als wa; 
Substrat. Filt 
Was bedeutet nun das Ergebnis der von uns mit Nuclease §** 
aus Rinderniere ausgefiihrten Untersuchung? Die Gewinnung von 
Guanosin und das Fehlen des Adenosins und Adenins beweisen, 
daB die in der 2-Stellung des Purinkerns befindliche Aminogruppe 
schwerer desaminierbar ist als die in der 6-Stellung. Das Fehler Bui 
von Hypoxanthin- und Adenin-Nucleosiden zeigt also, daB das §)as 
durch Dephosphorylierung entstehende Adenosin rasch von Nucleo- 
sidase und Nucleodesamidase aus Rinderniere zersetzt wird. Das 
Cytidin wird von Nucleodesamidase aus Rinderniere auch an-§j,,, 


gegriffen, daher wird nur Uridin gewonnen. Man kann den Ver- §ro, 
Tro 


mit 









" Uber den Nucleinstoffwechsel VI. Mitteilung. 
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Uber den Abbau der Nucleinsiure mit Nuclease aus Rinderniere. 


jauf der enzymatischen Aufspaltung der Hefenucleinsiure der 
Niere im folgenden Schema zusammenfassen. 


Hefe- _ Guanosin -> Guanin - Xanthin 
puclein- .1 —* Nucleoside 4 (Adenosin —> Inosin) - Hypoxanthin 
nucleotide me = 
| siiure (Cytidin ->) Uridin 


Versuchsteil. 


Darstellung des Glycerinextraktes. Rinderniere wird in der 
Fleischmasehine zerkleinert, mit der 4fachen Menge Glycerin verrieben, 
dann 8 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen, durch Verbandmull 
fitriert, im Eisschrank aufbewahrt. 










Aufspaltung: 50g hefenucleinsaures Natrium (Merck) werden in 
950 eem Wasser unter Zugabe von wenig Natronlauge gelést; 600 ccm 
Ammoniak-Ammonacetatpuffer (py 8,2), 625 ccm 0,2 molarer Magnesium- 
acetatmischung, 550 cem Nierenglycerinextrakt werden mit Wasser auf 
97125 eem aufgefiillt, in gut schlieBenden Flaschen mit wenig Toluol iiber- 
schichtet und bei 38° gehalten. Nach beendeter Digestion wird in 5cem der end- 
giiltige Spaltwert bestimmt. Phosphorsiure war zu etwa 95°/, abgespalten. Das 
Gemisch wird mit Eisessig auf py 4,5 gebracht. Nach kurzem Stehen flockt 
das Eiwei8 aus. Das klare Filtrat wird mit Ammoniak neutralisiert, dann 
im Vakuum bei niedriger Temperatur auf ein Volumen von 1500 cem ge- 
bracht und mit 100 cem Magnesiumacetatlésung versetzt. Nach kurzem 
Stehen wird der Niederschlag von MgNH,PO,-6H,O abgenutscht. Das 
Filtrat wird mit Silbercarbonat gefallt (freie Purine), das neue Filtrat gab 
nit einem Uberschu8 von basischem Bleiacetat einen voluminésen Nieder- 
schlag, der gut mit Wasser ausgewaschen wurde (Nucleotidfraktion). Das 
Piltrat davon einschlieBlich der Waschwiisser wurde mit Ammoniak ver- 
setzt und ein voluminéser gut ausgewaschener Blei-Ammoniakniederschlag 
Nucleosidfraktion) erhalten. 


Aufarbeitung der einzelnen Fallungen. — Nucleosidfraktion: 
Der Blei-Ammoniakniederschlag wird mit Wasser gut gewaschen, in viel 
Wasser suspendiert und mit H,S zersetzt. Das vom Bleisulfid befreite 
Filtrat wird im Vakuum bei 40° eingeengt. Es scheidet sich dabei Guanosin 
aus. 0,0217 g Subst. brauchen 3,51 cem n/10-Siure zur Neutralisation 
= 22,66°/, N. Ber. fiir Guanosin C,,H,,0;N,-2H,O N 21,94. 


Eine kleine Probe dieses Filtrats (Adenosinfraktion) zeigt mit Pikrin- 
siure keine Triibung. Deshalb wurde die Fliissigkeit zur Trockne gebracht, 
mit absolutem Alkohol in der Hitze extrahiert, der in absolutem Alkohol 
unlésliche Teil in Wasser gelést und mit basischer Bleiacetatlésung gefillt. 
Das Filtrat wurde mit Ammoniak und Bleiacetat versetzt, der ausfallende 
Blei-Ammoniakniederschlag abgesaugt und gut mit Wasser ausgewaschen, 
in Wasser suspendiert und mit H,S zersetzt. Das Filtrat des Bleisulfides 
engten wir bei niedriger Temperatur ein. Dabei schied sich eine in Nadeln 
krystallisierende Substanz aus. Ihre Menge reichte zur weiteren Identifizie- 
ting nicht aus. Der in absolutem Alkohol lésliche Teil wurde wieder zur 
Trockne gebracht, mit 90°/,igem Alkohol extrahiert, der Alkoholextrakt 
mit Ather versetzt und die dabei entstehende Triibung abfiltriert. Beim 
14 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXII. 
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Einengen des Alkoholitherextraktes fiel ein in Nadeln krystallisierende, 
Niederschlag aus. Aus 90°/,igem Alkohol umkrystallisiert Schmelzp. 163) 
Orcinprobe positiv. 0,1023 g Subst. verbrauchen 9,10 n/10-Siure = 11,47°), ¥, 
Ber. fiir Uridin C,H,,0O,N, N 11,44. 

Nucleotidfraktion: Der Bleiniederschlag wurde in Wasser 3. 
pendiert, unter hiufigem Umschiitteln mit H,S zersetzt, das Filtrat yoy 
Bleisulfid im Vakuum eingeengt, mit Ammoniak alkalisch gemacht, mj 
1,5 fachem Volumen absolutem Alkohol gefillt. Das Ammonsalz der Guanyl. 
siiure wurde aus heiSer 20°/,iger Natriumacetatlésung umgeldst. List 
man nun den Niederschlag in 2 n-Natronlauge und fillte mit dem 8 fachey 
Volumen 96°/, Alkohol, so fiel zuniichst ein Ol aus, das allmihlich krystal. 
linisch erstarrte und positive Phosphor-, Stickstoff- und Orcinprobe zeigte, 
Das Filtrat des Ammonsalzes der Guanylsiure gab bei der Fillung nit 
Bleizuckerlésung nur einen geringen Niederschlag, daher wurde dieser 
nicht weiter verarbeitet. 

Purinbasenfraktion: Der Niederschlag dieser Fraktion wurde iy 
Wasser suspendiert und mit H,S entsilbert, das Filtrat von Silbersulfid im 
Vakuum eingeengt. Die weitere Verarbeitung dieser Fraktion auf Purin- 
basen nach der Methode von Steudel. 

Guanin. 0,0371 g Subst. verbrauchen 12,21 cem n/10-Siure = 46,10°, N, 
Ber. fir C;H;N,O N 46,35. 

Xanthin. 0,0373 g Subst. verbrauchen 9,75 cem n/10-Siiure = 36,62°/, \. 
Ber. fiir C;H,N,O, N 36,85. Hypoxanthinpikrat zersetzt sich bei 200°. 

Adenin, Uracyl und Cytosin wurden nicht gefunden. 
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Das Absorptionsspektrum des Kohlenoxydhamochromogens. 


Von 
R. Hoffmann und W. Sechwarzacher. 


—_—— 


(Aus dem Institut fiir gerichtliche Medizin der Universitit Heidelberg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Februar 1935.) 


Im Jahre 1889 hat Hoppe-Seyler*) erstmalig tiber die spektrale 


- Untersuchung des Hiimochromogens in seiner Bindung mit Kohlenoxyd be- 
_ richtet. 
| Seylers bestiitigen. 

| oxydhiimochromogens. 
_kannt, da8 das Kohlenoxydhimochromogen eine reversible Bindung des 


Spiterhin konnten Hiifner und Kiister®) die Angaben Hoppe- 
F. Pregl*) gelang die Reindarstellung des Kohlen- 
Schon Hoppe-Seyler hat mit aller Schirfe er- 


Kohlenoxyds an den eiwei8freien Teil des Blutfarbstoffes darstellt. In der 


| leider immer noch viel zu wenig beachteten groBen Monographie iiber die 


Himochromogene von Dilling’) finden sich weitere Angaben iiber das 
Auch Schumm’) 


fiihrt seine Beobachtungen in seinem Buch der spektrochemischen Analyse 
an. In spiterer Zeit hat sich vor allem die Barcroftsche’*) Schule mit 
dieser interessanten Himochromogenverbindung beschiftigt und Anson 
und Mirsky’) haben die Dissoziationskurve dieses Blutfarbstoffabkémmlings 


genau bestimmt. 


Nun konnte der eine von uns [Schwarzacher’)] anlaBlich 
der Bergung der Leichen bei dem Grubenungliick im Kaliberg- 
werk Buggingen die Beobachtung machen, daB es im Gewebe 
dieser Leichen, vor allem in der Muskulatur, zu einer spontanen 
Bildung von Kohlenoxydhiimochromogen gekommen ist. Die Um- 
wandlung des Blutfarbstofies war offenbar dadurch méglich ge- 
worden, daB die Leichen 4 Wochen lang bei etwa 60° C in einer 
Kohlenoxydatmosphire gelegen hatten. Es wurde nun der Ver- 
such gemacht, unter annahernd gleichen Bedingungen die spon- 
tane Bildung von Kohlenoxydhiimochromogen kiinstlich zu er- 
zeugen. Zu diesem Zwecke wurden Muskelstiickchen bei einer 


Temperatur von 60° (im Paraffinofen) unter gleichzeitiger An- 

wesenheit von Kohlenoxyd gehalten. Durch Autolyse und Faulnis 

kam es zur Zersetzung des nativen Blutfarbstofies, der mit dem 
14* 
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anwesenden Kohlenoxyd dann Kohlenoxydhimochromogen bildete 
Muskelstiickchen dieses Versuches wurden in verschiedener Dick: 
spektral untersucht; es konnten bei einer Schichtdicke von 0,28 my 
die 2 Absorptionsbanden im Griinen beobachtet und photographisc) 
aufgenommen werden. Bei einer Schichtdicke von 0,14 mm gelang 
es, den Violettstreifen zur Darstellung zu bringen. Gleichzeitiz 
wurde die Lage der Absorptionsmaxima ermittelt. Verwendung 
fand ein Gitterspektrograph und die Ausmessung erfolgte in Be. 
ziehung auf die gleichzeitig aufgenommenen Linien einer Quecck. 
silberdampflampe. Es ergab sich, daB die Maxima des erste 
und zweiten Streifens bei einer Wellenlinge von 5720 und 5361 AE, 
gelegen sind und da8 das Maximum der Absorption im Violette: 
der Wellenlinge von 4191 AE. entspricht. Diese an Muskel. 
stiicken gewonnenen Messungsergebnisse wurden dann noch ap 
einer Kohlenoxydhimochromogenlésung nachgepriift. Die Lisung 
wurde in der Weise hergestellt, dab eine 20°/,ige waBrige Blut. 
lésung zu gleichen Teilen mit einer 5°/,igen Kalilauge versetzt 
und erwirmt wurde, daf& dann die so entstandene alkalische 
Hamatinlésung mit Ammoniumbydrosulfid reduziert und mit durch- 
geleitetem Kohlenoxyd gesiittigt wurde. Man erhilt eine kirsch- 
rote Lésung, die beim Schiitteln in der Luft Kohlenoxyd leicht 
abgibt. Die Kohlenoxydhimochromogenlésung wurde dann in 
logarithmisch abgestufter Schichtdicke spektrophotographisch au'- 
genommen und so durch Ausmessen der aufgenommenen Platten 
die Absorptionskurve gewonnen und die Maxima genau bestimmt. 
Es ergaben sich bei diesen Vergleichsmessungen die oben an- 
gefiihrten Werte mit einer Genauigkeit von + 2 AE. 

Zum Schlusse seien die in der Literatur angegebenen Werte 
fiir die Lichtausléschung des Kohlenoxydhimochromogens 21- 


sammenfassend angegeben. 


Maxima der Absorptionsstreifen in Angstrémeinheiten. 














I II Il 
Im Griinen Im Griinen | Im Violette 
Hoppe-Seyler ...... 5825—5616 5500—5222 — 
(5720) (5361) 
BOR «6s 6 x a ws * 5810—5600 5490—5220 4500 
(5705) (5355) (—) 
Dilling i ek be ee) a 5835—5640 5465—5270 4300—4065 
(5710) (5340) (4185) 
Hoffmann u. Schwarzacher 5720 5361 4191 
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Zusammenfassung. 
Im Anschlu8 an die Beobachtung einer spontanen Kohlen- 


- oxsydhiimochromogenbildung wurde diese Bildungsweise im Ver- 
' such wiederholt und bei dieser Gelegenheit die Absorptionsmaxima 
des Kohlenoxydhamochromogens genau bestimmt. 
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Die Isolierung dér 3-Oxy-6-keto-allocholansdure 
aus Schweinegalle. 


Von 


E. Fernholz. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitits-Laboratorium Gottingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Februar 1935.) 


Wahrend aus der Galle des Rindes bereits eine ganze Reihe 
von Gallensiuren isoliert werden konnten, hat man in der Schweine. 
galle bisher nur eine Gallensiiure gefunden, die Hyo-desoxychal- 
siiure (I), eine 3,6-Dioxycholansiiure!). Sie kommt in der Galle 
mit Glykokoll gepaart als Hyoglyko- desoxycholsiiure vor, deren 
Natriumsalz sich durch Zusatz von Kochsalz aus der Gallen. 
fliissigkeit leicht aussalzen lift. Ich habe nun untersucht, ob 
sich aus dem so gewonnenen Natriumsalz noch eine weitere Gallen- 
siure isolieren lassen wiirde. 

Aus 15 Litern Gallenfliissigkeit wurde nach den Angaben yon 
H. Wieland, E. Dane und (©. Martius?) das Natriumsalz mit 
Kochsalz gefallt und im Autoklaven mit Kalilauge gespalten. 
Durch Krystallisation aus Essigester und Aceton lieBen sich daraus 
etwa 200 g Hyo-desoxycholsiiure isolieren. Diese Siure war nun- 
mehr so weit entfernt, daB die Mutterlaugen keine Krystallisation 
mehr zeigten. Durch Kochen mit Methanol und Schwefelsiiure 
wurden die harzigen Saiuren, die 170 g wogen, verestert, und da 
auch dieses Material keine Neigung zur Krystallisation zeigte. 
wurde es auch noch mit Essigsiiureanhydrid in Pyridin acetyliert. 
Aus Ather—Methanol krystallisierte nun eine neue Substanz aus. 
Sie wurde in einer Ausbeute von 6 ¢ isoliert und schmolz aus 
Aceton und Methanol umkrystallisiert bei 185° Da die Liés- 
lichkeit dieses Stoffes doch recht gro8 ist, wird die tatsiichlich 
vorhandene Menge betrachtlich gréBer sein. 

Aus der Analyse ergab sich die Zusammensetzung C,,H,,0;: 
Unter der Annahme, daB sich die neue Verbindung von der Cholan- 
siiure C,H 459, ableitet, muB sie eine methylierte Carboxylgruppe 
und eine acetylierte liyAroxylexappe enthalten; das_ restliche 
Sauerstoffatom liegt wahrscheinlich in Form einer Ketogruppe vor: 
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denn in der Substanz lieB sich aktiver -Wasserstoff nach der 
 Methode von Zerewitinoff nicht nachweisen. 


Bei der Verseifung 
wurden 2 Aquivalente KOH verbraucht, und es entstand eine 


Monocarbonsiure, fiir die sich aus Anndgese und Titration die Formel 
 C,,Hg0, ergab. Sie wurde aus Aceton und Kssigester in charak- 
eristiadhon, meist 4-eckigen Tafeln erhalten vom Schmelzp. 194°. 


Es schien mir besonders wahrscheinlich zu sein, daB es sich um die 


yon H. Wieland und E. Dane’) aus der Hyodesoxycholsiiure (I) 


dargestellte 3-Oxy-6-keto-allocholansiure (II) handelte, obwohl fiir 


CH, 
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diese Siiure ein Schmelzpunkt von 185—187° angegeben ist. Ich 
habe sie mir zum Vergleich bereitet und konnte sie durch Kry- 
stallisation aus Aceton auch auf den Schmelzp. 194° bringen. 
Ein Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression. Zur weiteren 
Sicherung der Identitit habe ich auch aus beiden Siuren die 
Methylester (Schmelzp. 136°) dargestellt, und auch noch dessen 
besonders charakteristisches Acetylderivat (Schmelzp. 185°) zum 
Vergleich herangezogen. Es ergab sich eine vollige Ubereinstim- 
mung in den Higenschaften auch dieser Derivate. 

Es ist dies die zweite Keto-cholansiiure, die in einer Galle 
aufgefunden worden ist, nachdem H. Wieland und 8. Kishi‘) 
die 3-Oxy-12-keto-cholansiiure isolierten, Jedoch kommt diese 


Siure in der Rindergalle nur in recht kleiner Menge vor. Ich 
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méchte noch betonen, daB ich es nicht fiir besonders wah). 
scheinlich halte, daB die neue Siiure aus Schweinegalle bereits jy 
der Natur in der Allo-Konfiguration vorgelegen hat; sie wird |; 
der Behandlung mit Alkali aus der Cholansiure-konfiguration j, 
diese iibergegangen sein. Dieser Ubergang erfolgt sehr leicht 


Versuchsteil. 


Isolierung von 3-Acetoxy-6-keto-allocholansdiure-methylester ay; 
Schweinegalle. Aus 15 Litern Galle wurde nach der Vorschrift von Wie. 
land’) durch Kochsalz das Natriumsalz der Hyo-glyko-desoxycholsiure 
gefallt und als Rohprodukt mit wiiBrig-alkoholischer Kalilauge im Auto. 
klaven gespalten. Nach der Spaltung wurde nur das Natriumsalz auf. 
gearbeitet, das sich als tiefbraune Seife abschied. Durch Krystallisatioy 
aus Essigester konnten zuniichst 160 g Hyo-desoxy-cholsiure vom Schmelz. 
punkt 194° gewonnen werden. Aus den Mutterlaugen wurde der Essig. 
ester verdampft und das zuriickbleibende Harz in Aceton geldst. 
schieden sich noch weitere 40 g derselben Siiure ab. Die Mutterlaugen 
zeigten nun keine weitere Neigung zur Krystallisation. Nach Verdampfen 
des Lésungsmittels hinterblieben 170 g eines braunen Harzes. Dieses wurde 
in 500 cem Methanol gelést und nach Zugabe von 1 cem konz. Schwefel- 
siiure 2 Stunden gekocht. Das Reaktionsprodukt wurde in Ather aufgenommen, 
der zur Entfernung restlicher saurer Anteile mit Sodalésung gewaschen 
wurde. Der Ather wurde dann mit Natriumsulfat getrocknet und mit Tier. 
kohle geschiittelt. Da auch ein Methylester nicht krystallisierte, wurde 
das gesamte Material in 100 cem Pyridin gelést und mit 100 cem Essigsiiure- 
anhydrid 1 Stunde auf dem Wasserbade erhitzt. Das Reaktionsgemisch 
wurde dann in Wasser gegossen und ausgeiithert. Aus dem Atherauszug 
wurde das Pyridin mit verdiinnter Salzsiiure und die Essigsiiure mit Soda: 
lésung entfernt. Der Riickstand wurde in 200 ccm eines Gemisches gleicher 
Teile Ather und Methanol gelést. Nach einigen Tagen schieden sich aus 
dieser Lésung gut ausgebildete, diinne Blittchen aus, die nach einer Woche 
abgesaugt wurden. Durch Waschen mit Aceton und Methanol konnten die 
Schmieren fast vollstiindig entfernt werden. Das Rohprodukt schmolz bei 
170—175° und wog etwa 6g. Zur Reinigung wurde es zunichst aus 
Aceton, dann aus Methanol umkrystallisiert und so in schmalen Blittchen 
erhalten, die konstant bei 185° schmolzen. Die Substanz ist leicht léslich 
in Essigester und Aceton, weniger leicht in Methanol. 


21,8 mg Subst. in 2 cem Chloroform, / = 1 dm, 


a, = —0,09°, [e], = —8°% 
3,068, 4,757 mg Subst.: 8,170, 12,660 mg CO,, 2,540, 4,050 mg H,0. 
C,,H,.0; Ber. C 72,60 H 9,45 
Gef. ,, 72,65, 72,58 » 9,26, 9,52. 


3-Oxy-6-keto-allocholansaure. 2 ¢ des obigen Esters wurden eine 
Stunde mit 2 g KOH in 50cem Alkohol gekocht. Dann wurde die Liésung 
mit Wasser verdiinnt und durch Ansiiuern mit Salzsiiure die Siure gefiillt. 
Sie wurde abgesogen und nach dem Trocknen zunichst aus Aceton und 
dann aus Essigester umkrystallisiert. Die Siure ist in Aceton leichter léslich 
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| die bei 185—137° schmolzen. 
| léslich in Methanol, wenig dagegen in Benzin. 
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als in Essigester und bildet meist viereckige, durchsichtige Tafeln vom 
| Schmelzp. 194°. Eine etwa 1°/,ige Lésung in Alkohol zeigte im 1 dm-Rohr 
' kein deutliches Drehungsvermégen. 


41,1 mg Subst. verbrauchen 0,85 ccm 0,1243 n-NaOH. 
Aquivalent (einbasisch) C,,H,,0, Ber. 390 Gef. 389. 
5,120 mg Subst.: 13,800 mg CO,, 4,450 mg H,0O. 
Cy Hs.9, Ber. C 73,79 H 9,81 Gef. C 73,51 H 9,73. 
Zum Vergleich wurde die 3-Oxy-6-keto-allocholansiiure nach den An- 


' saben von Wieland’) aus der Hyo-desoxy-cholsiiure bereitet. Sie lieB sich 


durch Krystallisation aus Essigester nicht tiber einen Schmelzpunkt von 


F 190° bringen. Erst mehrfache Krystallisation aus Aceton brachte den Schmelz- 


unkt dieser Siure ebenfalls auf 194°. Auch sie bildet die charakteristischen 


viereckigen Tafeln, und ein Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression. 
_ Ein Drehungsvermégen lieB sich auch bei dieser Siure nicht feststellen. 


3-Oxy-6-keto-allocholansaure-methylester. 0,6 ¢ der aus Schweine- 


' galle gewonnenen Siiure wurden in Ather-Methanol mit Diazomethan methy- 


liert. Der Ester wurde aus Benzol—Benzin in gefiederten Krystallen erhalten, 
Er ist sehr leicht léslich in Benzol, leicht 


4,765 mg Subst.: 12,980 mg CO,, 4,230 mg H,0. 
C,;H,,0, Ber. C 74,20 H9,97  Gef. C 74,29 


In derselben Weise wurde auch authentische 3-Oxy-6-keto-allocholan- 
siure methyliert und ein Ester erhalten, der in seinen Eigenschaften mit 
dem oben beschriebenen ganz iibereinstimmte und auch keine Mischschmelz- 
punktsdepression lieferte. 

4,862 mg Subst.: 13,235 mg CO,, 4,330 mg H,0. 

C,,H oO, Ber. C 174,20 H 9,97 Gef. C 74,27 


3-Acetoxy-6-keto-allocholansaure-methylester. 0,3 g des zuletzt 
genannten Methylesters wurden mit 3 ccm Pyridin und 2 ccm Essigsidure- 
anhydrid 1 Stunde auf dem Wasserbade erwiirmt. Der wie iiblich isolierte 
Ester wurde aus Methanol in schmalen Blittchen erhalten, die bei 185° 
schmolzen, auch im Gemisch mit dem direkt aus Galle isolierten Ester. 

17,2 mg Subst. in 2 ccm Chloroform, / = 1 dm, 


ty =— 0,08°, [a]f§ =— 9° 
4,552 mg Subst.: 12,135 mg CO,, 3,860 mg H,0. 
YwH,O, Ber. C7260 H9,35 Gef. C 72,71 


H 9,93. 


H 9,97. 


H 9,49. 


Der Firma E. Merck, Darmstadt, danke ich an dieser Stelle fir die 
mir gewihrte Unterstiitzung. 


Literatur. 


l. A. Windaus, Liebigs Ann. 433, 278 (1923); 447, 233 (1926). 
2. Diese Z. 215, 18 (1933). 
3. Diese Z. 212, 49 (1932). 
4, Diese Z. 214, 47 (1933). 





Asterubin, 
eine schwefelhaltige Guanidinverbindung der belebten Natur 
Von 
D. Ackermann. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Februar 1935.) 


Die Auffindung des Arcains') (Tetramethylendiguanidin) in 
der Muschelart Arca Noae hatte mit dem biologischen Vorkommen 
eines Guanidinderivates bekannt gemacht, das sich nicht ohne 
weiteres in unsere bisherigen Vorstellungen vom Zusammenhang 
derartiger Kérper mit dem EKiweif iiber das Arginin einfiigt. Den 
schlieBt sich jetzt eine weitere Guanidinverbindung an, die bisher 
in 2 Seesternarten, Asterias rubens L. (Nordsee) und Asterias 
glacialis L. (Mittelmeer), festgestellt werden konnte und durch 
ihren Schwefelgehalt ausgezeichnet ist. 

Die Substanz von der Formel C,H,,0,N,S mége als Aste- 
rubin?) bezeichnet werden. Sie ist in Wasser leicht ldslich, 
optisch inaktiv und mit den iiblichen Alkaloidfallungsmitteln nicht 
niederzuschlagen. 

Thre Konstitution ergibt sich aus folgendem Verhalten: Bei 
Behandlung mit HNO, ist kein Aminostickstoff nachweisbar. Es 
lassen sich 2 Methylgruppen am Stickstoff feststellen. Schwefel 
ist nicht durch Bleischwirzung, aber durch Soda—Salpeterschmelze 
zu erweisen. Oxydation mit Permanganat ergibt Guanidin. Bei 
Barytspaltung zerfillt das Molekiil unter Aufnahme eines Mole- 
kiils Wasser in Dimethylamin und Carbaminyltaurin: 


H—N=(CH,), 


Dimethylamin 
N=(CH,) NH 
HN=C¢ ii ‘no —-. See 
\NH-CH,CH,S0,H \NHCH,CH,80,H 
Asterubin Carbaminyltaurin 


Bei der Aufarbeitung der wiSrigen Extrakte, die zur Aut- 
findung des Asterubins fiihrten, wurde im Falle von Asterias rubens 
nur der mit Phosphorwolframsiure nicht faillbare Anteil unter- 
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| sucht, wobei sich neben groBen Mengen Glykokoll auch etwas 
aurin feststellen lieB, das hier mit dem Asterubin in einem gene- 


tischen Zusammenhang stehen diirfte. Bei Asterias glacialis, wo 


' auch der mit Phosphorwolframsiure fallbare Anteil zur Unter- 
- suchung kam, fand sich Adenin, d-Arginin und im Filtrate der 
' Phosphorwolframsaurefallung auBer Asterubin und viel Glykokoll 
noch in kleinen Mengen Leucin und Tyrosin. 
| des mit Phosphorwolframsiure fiallbaren Anteiles gestaltete sich 
| hier besonders schwierig, so daB von der Lysinfraktion nur bisher 
 ynaufteilbare Sirupe zuriickblieben, aus denen auch das bei Averte- 
_ braten so verbreitete Glykokollbetain nicht isoliert werden konnte, 
' wenn auch in einer Fraktion das Vorhandensein von N-Methyl- 
| gruppen orientierend festgestellt wurde. Auffallig war ferner, dab 
nur etwa 1/, des Gesamtextraktivstickstoffs von der Fallung mit 
_ Phosphorwolframsiure erfaBt wurde, was im Gegensatz zu den 
- meisten der bisher nach dieser Richtung untersuchten Tierarten 
steht. Dieser Tatbestand kénnte, wenn man sich die Auffassung 
yon der Entstehung der Betaine darch Methylierung von Amino- 
| siuren zu eigen macht, dahin gedeutet werden, daB bei den in 
_ Rede stehenden Tierarten eine verhiltnismibig groBe Menge 


Die Aufarbeitung 


Aminosiiure (speziell Glykokoll) dem MethylierungsprozeB entgeht. 

Verarbeitung von Asterias rubens L. 33 kg Tiere, die eine 
Zeitlang ohne Nahrung in Bassins gehalten waren, um die Bei- 
mengung unverdauter Nahrungsbestandteile zu vermeiden, wurden 
nach grober Zerkleinerung in 30 Litern kochendem Wasser ex- 
trahiert, derart, daB die alkalische Reaktion durch insgesamt 
700 com 50 Vol.-°/, iger Schwefelsiiure in schwach saure iiberging. 
Nach Abpressen durch Tiicher wurde erneut auf gleiche Weise 
extrahiert, worauf die abgekiihlten Fliissigkeiten sofort bei stark 
schwefelsaurer Reaktion ohne vorheriges Eindampfen mit Phosphor- 
wolframsiure gefillt wurden. Das in gewohnter Weise vom 
Fillungsmittel und dem gréBten Teil der Schwefelsiure befreite 
Filtrat stellte nach Kinengung im Vakuum bei schwach schwefel- 
saurer Reaktion einen diinnen Sirup dar, der beim Stehen in der 
Kilte eine erhebliche Menge Natriumsulfat, Kochsalz und geringe 
Mengen organischen Materials abschied. Nachdem aus dem Filtrat 
desselben das Cl mit Silberoxyd und Schwefelsiure beseitigt war, 
erschien in der erneut bei schwach schwefelsaurer Reaktion vor- 
sichtig eingeengten Fliissigkeit eine grofe Menge Natriumsulfat, 
deren Filtrat, auf etwa 1 Liter gebracht, mit Methanol gefiallt 
wurde. Es fielen 167 g eines weiBen Pulvers aus, das sich zum gréBten 
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Teil als Glykokoll erwies, von dem 116 g Kupfersalz gewonne, 
wurden. 

6,510 mg Subst.: 0,745 cem N, (18°, 738 mm). 

(C,H,O,N),Cu —- Ber. N 13,2 Gef. N 13,03. 

Aus dem Kupfersalz gewonnenes Glykokoll: 

6,290 mg Subst.: 0,999 cem N, (14°, 746 mm). 

C,H,O,.N Ber. N 18,7 Gef. N 18,55. 

Es wurden nun weitere Fraktionen dadurch geschaffen, dag 
nach Beseitigung des Methanols aus dem jeweiligen Filtrate und 
Kinengen desselben auf ein geringeres wiiBriges Fliissigkeits. 
quantum jedesmal erneut mit Methanol gefillt wurde. Hierbej 
entstand zunachst eine im wesentlichen aus Leucin bestehende 
Fraktion, der als nichste Fraktion ein Gemenge von 10,8 g Glyko. 
koll und 3,5 g Taurin folgte. Das durch Umkrystallisieren ge. 
reinigte Taurin erschien in charakteristischen langen durch. 
sichtigen Prismen: 

4,762 mg Subst.: 3,355 mg CO,, 2,490 mg H,O. — 6,490 mg Subst.: 
0,626 ccm N, (16°, 750 mm). — 14,280 mg Subst.: 26,510 mg BaSQ,. 


C,H,O,NS Ber. C1918 H564 N 11,20 S 25,63 
Gef. ,, 19,21 ,, 5,85 ,, 11,25  ,, 25,50. 


In dem nun iibrig bleibenden Anteil befindet sich das Aste- 
rubin, verunreinigt mit andern zum Teil noch mit Phosphor- 
wolframsiure fallenden Substanzen. In diesem verunreinigten 
Zustande ist das Asterubin noch alkoholléslich. Die Fliissigkeit 
wird deshalb nach Einengen zum Sirup mit heiBem Athylalkohol 
extrahiert und in dem in Alkohol gehenden Anteil nach Ver- 
dampfen dieses Lésungsmittels bei schwefelsaurer Reaktion eine 
Phosphorwolframsiurefillung vorgenommen; aus deren Filtrat ist 
das Asterubin zu gewinnen: man beseitigt die Phosphorwolfram- 
siure und Schwefelsiure genau, engt vorsichtig fast zur Trockne 
ein und erhilt eine krystallinische Fillung, die sich durch Zugabe 
von Methanol noch vermehrt. Ausbeute 4g. Die Substanz war 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren aschefrei und zeigte mikro- 
skopische, zu dichten Rosetten angeordnete Nadeln. Sie schmilzt 
bei 272—-273° unter Zers.*) 

4,642 mg Subst.: 5,255 mg CO,, 2,760 mg H,O. — 5,540 mg Subst.: 
1,01 cem N, (17°, 758 mm). — 13,800 mg Subst.: 16,230 mg BaSQ,. 


C.H,,;0,N,;8 Ber. C 30,74 H6,71 N 21,58 S 16,42 
Gef. ,, 30,87 ,, 6,65 ,, 21,40  ,, 16,15. 


*) Kupferblock nach Linstrém, ,,Die chemische Fabrik“, Jahr 
gang 1929/30, S. 270. (Firma Wagner & Munz, Miinchen, Karlstr. 43.) 
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Das Asterubin triibt sich bei vorsichtiger Zugabe von wiB- 


' yigem Quecksilberchlorid und Barytwasser zu seiner waBrigen 
| Lisung, fallt aber nicht in dem Umfang, wie dies auf gleiche 
Weise beim Taurin nach Fr. Kutscher‘) gelingt. 


Verarbeitung von Asterias glacialisL. Dieselbe iihnelte der 
yorigen, doch wurde hier auch der mit Phosphorwolfram- 
siure fillbare Anteil untersucht. 20 kg frisches Ausgangs- 


| material (diesmal ohne vorheriges Hungern der Tiere). 


In der Purinbasenfraktion lieB sich Adenin als Pikrat iso- 
lieren. 
4,888 mg Subst.: 6,480 mg CO,, 1,050 mg H,O. — 4,995 mg Subst.: 
1.336 eem N, (21,5°, 743 mm). 
Gef. ,, 36,16 »» 2,40 » S021. 
Zersetzung bei 274—280°. 


Die Argininfraktion enthielt d-Arginin, als Flavianat 5,6 g 
betragend. Dies gab nach dem Umkrystallisieren die erwarteten 
Werte: 

4,499 mg Subst.: 6,470 mg CO,, 1,720 mg H,O. — 5,060 mg Subst.: 
0.758 eem N, (20°, 749 mm). 


C,H,,0,N,°CicH,0,N,S Ber. C 39,32 
Gef. ,, 39,22 


N 17,22 
» ies 


H 4,13 
» 4,28 


Hieraus wurde das Kupfernitratsalz gewonnen und in lufttrocknem 
Zustande analysiert: 


4,769 mg Subst.: 4,230 mg CO,, 2,510 mg H,O, 0,651 mg CuO. — 
15,740 mg Subst.: 1,400 mg H,O (bei 100° i. Hochvy.) 
(C,H,,O,N,).Cu(NO,), + 3H,O 


Ber. C 24,39 H. 5,80 Cu 10,77 
Gef. ,, 2419  ,, 5,89  ,, 10,91 \- 


H,O 9,16 
8,90. 


Hieraus wurde das Nitrat dargestellt und im krystallwasserfreien Zu- 
stande fiir die Bestimmung der spezifischen Drehung verwendet. ¢ = 4,39°/,, 
(= 23°, 1=100 mm, « = + 0,455% Somit (a)3? =+ 10,20°. Bergmann 
und Zervas‘) fanden fiir d-Argininnitrat + 10,14° und + 10,05°% 


Aus der Lysinfraktion konnte bisher kein reiner Kérper iso- 
liert werden. 


Die Aufarbeitung des Filtrates der Phosphorwolfram- 
siurefaillung geschah im wesentlichen wie bei Asterias rubens. 
Auch diesmal fand sich reichlich Glykokoll (als Kupfersalz 51 g) 
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(C,H,O,N Ber. C 32,0, H 6,7; Gef. C 31,95, H 6,82). Danebe, 
kleine Mengen d,l-Leucin (C,H,,0,N Ber. C 54,92 H 91 
N 10,68; Gef. C 54,66 H 9,69 N 10,68) und Tyrosin (Millo, 
positiv, C,H,,O,N Ber. C 59,64 H 6,12 N 7,75; Gef. C 589; 
H 6,06 N 7,64). 

Auch hier stellte sich bei der Isolierung des Asterubins (35 
heraus, daB es in unreinem Zustande mit Alkohol zu extrahiere 
war und aus dem alkoholléslichen Anteil nach Beseitigung yo, 
Substanzen, die noch mit Phosphorwolframsiure fielen, nach mehr. 
maligem Umkrystallisieren rein zu gewinnen war. Schmilzt untey 
Zers. bei 272—273°. 


4,908 mg Subst.: 5,600 mg CO,, 3,060 mg H,O. — 17,065 mg Subst: 
1,284 cem N, (18°, 750mm). — 0,960 mg Subst.: 13,025 mg BaSOQ,. - 
3,840, 3,727 mg Subst.: 9,458, 8,890 mg AgJ. 

C,H,,0,N,8 
Ber. C 30,74 H 6,71 N 21,53 § 16,42 2(N-)CH, 15,39 
Gef. ,, 31,12 ,, 6,98 ,, 21,04 ,, 16,38 » 15,76, 15,26. 


Permanganatoxydation des Asterubins. 97 mg Asterubin werden 
in 8 com Wasser mit 50 ccm 4°/,iger Natriumpermanganatlisung 
4 Stunden bei 65° gehalten. Der dann noch nicht verbrauchte 
Rest von Permanganat wird durch Zugabe von 22 ccm gesiittigter 
wiBriger Oxalsiiurelésung und 8 ccm 2n-Schwefelsiiure reduziert. 
Aus der abgekiihlten farblosen Fliissigkeit fallt nach Alkalisieren 
mit 15 ccm 2n-Natronlauge Manganhydroxyd, von dem abfiltriert 
wurde. Das mit Schwefelsiiure schwach angesiuerte Filtrat lift 
beim EKindampfen auf dem Wasserbade Natriumsulfat auskrystalli- 
sieren, das durch Behandeln mit Methanol und Abfiltrieren weit- 
gehend zu beseitigen ist. Nach genauem Neutralisieren mit etwas 
Natronlauge fallt Natriumpikratlésung 61 mg Guanidinpikrat, 
das nach dem Umkrystallisieren rein ist. Zersetzungsp. 308°", 

3,483 mg Subst.: 3,740mg CO,, 0,910 mg H,O. — 4,010 mg Subst.: 
10,114 cem N, (18°, 742 mm). 

CH,N, - C,H,0,N, Ber. C 29,14 H 2,80 N 2922 
jef, ,, 20,29 , 292 , 26/67. 


_Aus einem Teil des Pikrates wurde nach Beseitigung der Pikrinsiiure 
mit Ather und Salzsiure das Chloraurat gewonnen, das in feinen Nadeln 
krystallisierte und sich gegen 270° zersetzte. 


*) Diese Art der Aufarbeitung eines Permanganatoxydationsgemisches 
wird in einer demniichst erscheinenden Dissertation von G. Fuchs in anderem 
Zusammenhange erértert werden. 
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5,052 mg Subst,: 0,590 mg CO,, 0,750 mg H,O. — 5,590 mg Subst.: 
9,160 mg Au. 
CH;N, :HAuCl, Ber. C 3,01 H 1,51 Au 49,40 
Gef. ,, 3,19  ,, 1,66 49,87. 


Barytspaltung des Asterubins. 500 mg Asterubin werden mit 


-2¢ Baryt [Ba(OH), + 8HO,] und 65 ccm Wasser 1 Stunde am 
 RickfluBkiihler gekocht. 
' Schwefelsiure im leichten Uberschu8 wird aus kleinem Volumen 
mit Phosphorwolframsiure gefallt. 
schlag enthilt Dimethylamin, das als Goldsalz (212 mg) iso- 
liert und analysiert wurde. 
' schmelzpunkt mit reinem bei 199—201° schmelzenden Dimethyl- 
' aminchloraurat anderer Herkunft zeigte keine Depression. 


Nach Beseitigung des Bariums mit 
Der so entstandene Nieder- 


Schmelzp. 201—202°. Der Misch- 


4,571 mg Subst.: 1,085 mg CO,, 0,980 mg H,O. — 10,380 mg Subst.: 


0,343 cem N, (16°, 750 mm). — 4,720 mg Subst.: 2,410 mg Au. — 4,921 mg 
 Subst.: 6,025 mg AgJ. 
s (,H,N-HAuCl, 


2(N-)CH, 7,80 
7,83. 


Au 51,21 
51,06 -" 


Ber. C 6,23 H 2,09 N 3,65 
Gef. ,, 6,47 , 2,40 ,, 3,85 ,, 


Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung wurde nach 


 Beseitigung des Fillungsmittels bei schwach schwefelsaurer Re- 
_aktion im Vakuum stark eingeengt und mit wiBrigem Queck- 
_ silbernitrat gefallt. 
des Quecksilbers mit Schwefelwasserstoff die Lésung eines Nitrates, 
| das krystallinisch zu erhalten war (224 mg), aber bei mehrfachem 
 Umkrystallisieren seine Salpetersiiure ganz verlor. 
_ sich als Carbaminyltaurin. 
| synthetisch durch Eindampfen einer Taurinlésung mit Barium- 
| cyanat auf dem Wasserbade erhaltene synthetische Produkt, das 
- auch, langsam erhitzt, bei 185° schmilzt (gef. N 16,93). 
_ Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression. 


Der Niederschlag lieferte nach Ausfiallung 


Ks erwies 
Dasselbe Verhalten zeigte das 


Der 
Beide Priparate 
geben die fiir Harnstoffderivate charakteristische Gelbfairbung mit 
Dimethylamidobenzaldehyd in salzsaurer Lésung nach Barren- 
scheen-Weltmann®), und reagieren kongosauer. 


5,151 mg Subst.: 4,065 mg CO,, 2,230 mg H,O. — 5,740 mg Subst.: 
0,821 cem N, (17°, 746 mm). — 5,351 mg Subst.: 7,320 mg BaSQ,. 
C,;H,O,N,S Ber. C 21,41 H 4,80 N 16,66 S 19,07 
Gef. ,, 21,52 ,, 4,84 ,, 16,53 ,, 18,79%) 


*) Ein Teil der Analysen wurde im Laboratorium des Herrn Dr. Ing. 
A. Sehoeller, Berlin-Schmargendorff, durchgefiihrt. 
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Die Synthese des Asterubins steht vor dem Abschluf,  ))j, | 


Untersuchung seiner pharmakologischen Wirkungen und seing 
Verhaltens im Stoffwechsel sowie Bakterien gegeniiber ist in A). 
griff genommen. 


Herrn Direktor Miillegger (Zoologische Station Biisum) wn; | 


Herrn Professor Steuer (Deutsch-Italienisches Institut fiir Meeres. 
biologie Rovigno) bin ich fiir Beschaffung von Ausgangsmateria| 
und freundliche Auskunft, der Notgemeinschaft der Deutsche 
Wissenschaft fiir finanzielle Beihilfe sehr zu Danke verpflichter, 
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ir Meeres. (2. Mitteilung tiber die Enzyme der Girung,) 
ysmMateria| Von 
Jeutscher Anton Schiiffner, Erwin Bauer und Hilde Berl. 
rpflichte: 
(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 

(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Februar 1935.) 
273 (1931): 
ese Z. 199 Unsere Kenntnis tiber den Mechanismus der Girung ver- 


fanken wir vorzugsweise 2 Methoden: der einen, die darin besteht, 
Jwischenprodukte des Kohlenhydratabbaues durch geeignete Mab- 
nahmen abzufangen und zu isolieren, und der anderen, die ge- 
Kattet, durch spezifische Gifte Teilreaktionen der Giirung aus- 
mischalten. Es wiirde einen Schritt weiter zur vollstiindigen Auf- 
irung des anoxybiontischen Zuckerabbaues bedeuten, wenn es 
yelinge, den hierfiir verantwortlichen Hnzymkomplex in seine 
Komponenten zu zerlegen, diese in ihrer spezifischen Reaktions- 
reise kennenzulernen, um zuletzt aus den isolierten und charakteri- 
ierten Komponenten den komplizierten Mechanismus wieder zu- 
ammenzusetzen. Auch in dieser Richtung sind schon bemerkens- 
verte Erfolge zu verzeichnen gewesen. So gelang es Harden!) 
durch Dialyse die Co-Zymase abzutrennen, Lohmann?) konnte 
lie Unentbehrlichkeit des Magnesiums fiir die Girung bzw. 
Glykolyse zeigen und in neuerer Zeit berichtete Auhagen®) tiber 
lie Isolierung eines Carboxylasekomplementes. Alle diese Stoffe 
ind, wie wir nun wissen, unentbehrliche Bestandteile der Holo- 
iymase; sie gehéren jedoch keineswegs ihrem thermolabilen, ferment- 
urtigen Teile an, sondern sind, wie durch die iibliche Bezeich- 
hungsweise bereits angedeutet wird, als deren Aktivatoren auf- 
wtfassen. Trotzdem erdfinete die gelungene Abtrennung dieser 
Aktivatoren von ihrem Enzymsystem einen neuen Weg Teil- 
reaktionen der Girung zu studieren, indem gleichzeitig mit der 


a 











en Gesell. 
Mitteilung, 


m. Z. 203, 


91 (1922): 


1) Harden u. Young, J. Physiol. Proc. 12. Nov. 1904; Proc. Chem. 
Soc. 21, 189, (1905). 
*) Naturw. 19, 180 (1931). 
3) Naturw. 19, 916 (1931); Diese Z. 204, 149 (1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXII. 15 
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Entfernung des Co-Fermentes die Wirkung des Enzyms ay : 


geschaltet wird. 
Fir die weitere Aufklirung des Giarungsmechanismus ywiy) 
es aber dariiber hinaus notwendig sein, auch den Enzymkompla 


der Zymase in seine Komponenten zu zerlegen. Welche Bedeutuy 
der Isolierung der Teilfermente des Girungssystems zugesproche 
werden muB, erhellt das Beispiel der Hefephosphatase, deren Ap. 
trennung vom Oxydoreduktionssystem und von der Zymohexay & 


wir kiirzlich beschrieben haben‘). Werden verschiedene Phosphor. 
siureester der Wirkung von rohen Hefeenzympriparaten unter. 
worfen, erscheint die von ihnen erlittene Verinderung nicht cin. 
deutig bestimmt; neben einer einfachen Esterhydrolyse kénnta 


auch andere Reaktionen — Aufspaltung in C,-Kérper oder Oxydo. 
reduktion — eintreten, die das wichtige Studium der enzymatischa fF 
Spezifitat unméglich machen. Erst die Abtrennung der Hef. 


phosphatase von den Begleitenzymen konnte eine Spezifitatsunter. 
suchung erfolgreich machen. 


Solche Enzymtrennungen, auf anderen Gebieten der Ferment. 


chemie mit Erfolg durchgefiihrt, bereiteten bis jetzt im Falle de 
Zymasekomplexes doch im allgemeinen erhebliche Schwierigkeiten, 
die nicht nur in der Unbestindigkeit des Enzymmaterials liegen; 


diese wird man von Fall zu Fall durch eingehendes Studium be. 


heben lernen. So kann man die Hefephosphatase, die sich in der 
Ausziigen aus Hefe als recht unbestiindiges Enzym erweist, durch 
Glycerin stabilisieren®), Abhnlich gelang es nach unserem Prinzij 
O. vy. Schoenebeck®), die Carboxylase durch Glycerin in ein 
bestiindige Form tiberzufiihren. Vielmehr lag die Hauptschwierig. 
keit darin, daB unsere Kenntnis iiber die Wirkung der einzelne 
Enzymkomponenten eine viel zu ungeniigende oder unsichere war, 
als daf& sich darauf eine quantitative Bestimmung als Grundlage 
fiir die weitere Forschung hitte aufbauen lassen. Durch die 
Arbeiten v. Kulers, Neubergs, Meyerhofs, Embdens un 
ihrer Mitarbeiter ist indes eine Reihe von Reaktionsprodukten 
des anoxybiontischen Zuckerabbaus mit groBer Wahrscheinlich- 
keit sichergestellt worden, so daB man heute auf Grund dieser 
neuen Erkenntnisse an eine T'rennung des Zymasekomplexes mit 
Aussicht auf Erfolg herantreten kann. Haben friiher die Methoden 
der Enzymtrennung, vorzugsweise die Methode der Adsorption. 





*) A. Schaffner u. E. Bauer, Diese Z. 232, 66 (1935) im Druck. 
’) A. Schaffner u. E. Bauer, Diese Z. 225, 245 (1934). 
*) Biochem. Z. 275, 330 (1935). 
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Uber Hefephosphatese. 915 


sm Falle der Zymase zu keinem wesentlichen Erfolg gefiihrt, so 
stellte es sich nunmehr heraus, da8 man auch die Enzyme des 
_ Jymasekomplexes recht gut mittels der von Willstitter in die 
' Enzymchemie eingefiihrten Methode der spezifischen Adsorption 
yoneinander trennen kann. 


Vor kurzem’) konnten wir, als ein erstes Beispiel einer Tren- 


nung von Girungsenzymen, iiber die Aufteilung des Phosphory- 
 lierungskomplexes in mindestens zwei enzymatische Komponenten 
| berichten. Ungefahr gleichzeitig veréffentlichte J. Runnstrém') 
‘eine ibnliche Beobachtung an Pferdeblutzellen. 
' teilte Z. Dische®) seine Befunde an Erythrocyten mit, die einen 
' engen Zusammenhang zwischen Phosphorylierung und oxydoreduk- 
tiven Vorgiingen wahrscheinlich machten. 


Etwas_ spiter 


Schon aus friiheren zahlreichen Untersuchungen Eulers?®) 


/ und seiner Mitarbeiter geht hervor, daB die Co-Zymase nicht 
_ allein ein notwendiger Aktivator oxydoreduktiver Prozesse, sondern 
| auch fir die Phosphorylierung der Zucker nicht entbehrt werden 
' kann. Die Tatsache, daB die Co-Zymase zwei verschiedene enzy- 
'matische Reaktionen zu aktivieren vermag, legt den Gedanken 
| nahe, daB die Phosphorylierung von Hexose durch ein kombiniertes 
| Enzymsystem zustande kommt, das einesteils aus dem Oxydoreduk- 
_ tionssystem der Hefe, andererseits aus dem eigentlichen phos- 
| phorylierenden Enzym, der Phosphatese besteht. 


Der experimentelle Beweis fiir diese Auffassung wiirde er- 


| bracht werden, wenn die beteiligten Fermentkomponenten von- 
'einander getrennt und das in rohen Enzymmaterialien zu beob- 
_ achtende Phosphorylierungsphinomen durch ihre Synthese wieder 


hervorgerufen werden kénnte. Wir sind diesem Gedanken nach- 


' gegangen und versuchten zunichst die ,,Hefephosphatase“, als die 
_mutmaBliche Trigerin der phosphatetischen Wirkung, von dem 


Oxydoreduktionssystem abzutrennen. Das gelingt, wie wir in der 
1. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe*) berichten konnten, ver- 
hiltnismaBig leicht. Dialysierte Glycerinextrakte aus Trockenhefe, 
die starke phosphatatische Wirksamkeit zeigen, dehydrieren weder 
Hexosediphosphorsiure noch Monophosphorsiiure bei Anwesenheit 
von Methylenblau im Thunberg-Rohr und sind nicht imstande, 


’) A. Schaffner u. E. Bauer, Naturw. 22, 464 (1934) u. S. 855 (1934). 
8’) J. Runnstroém, A. Lennerstrand u. H. Borei, Biochem. Z. 271, 
15 (1934), 
*) Z. Dische, Naturw. 22, 776 (1934). 
) H. y. Euler u. K. Myrback, Diese Z. 181, 1 (1929). 
15* 
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oo 


Glucose zu phosphorylieren. Auch nach Ergiinzung des Systex; 
mit Co-Zymase und Magnesiumionen gewinnen sie diese Higep. 
schaften nicht zuriick. Schwieriger ist es schon, das Oxyd). 
reduktionssystem aus Hefe vollkommen frei von phosphorylierende 
Wirkung bzw. von Phosphatase zu gewinnen. Wir fanden inde 
daB die Redoxase aus Hefe sich durch eine solche aus Same, 
die keine phosphorylierende Eigenschaft zeigt, ersetzen liBt. Gil 
man zu ,,Hefephosphatase“ redoxasehaltige Extrakte aus Orangen. 
samen und erginzt das Enzymsystem durch Co-Zymase, Hexose. 
diphosphorsiure und Acetaldehyd, so wird eine starke Phosphor. 
lierung von Glucose erreicht. | 

















Zugesetztes Enzym Hefe- Orangensamen- so “i soma 
phosphatase“ extrakt extrakt 
Phosphorylierende ra em * 
Wirkung 











Die Reaktion: Hexose + Phosphorsiure = Phosphorsiiure. 
ester, tritt also nur bei Anwesenheit von Redoxase ein. Man 
kénnte der Meinung sein, daB die Aufgabe der Redoxase die sei, 
durch Oxydoreduktion den primir gebildeten Phosphorsiureester 
zu veraindern, um ihn aus dem Gleichgewicht Hexose + Phosphor. 
siiure zu entfernen. Aber diese Auffassung der Rolle der Redoxase 
geniigt nicht. Zum Kintritt einer Phosphorylierung sind niimlich 
nicht nur die Fermentkomponenten ,,Hefephosphatase“ und ,,Red- 
oxase“ notwendig, sondern auch Hexosediphosphat und Acetaldehyd 
Daher scheint die alleinige Oxydoreduktion des Primiresters fiir die 
Phosphorylierung der Glucose nicht wesentlich zu sein, sondem 
offenbar die Mutierung des dem Reaktionssystem zugefiigten 
Hexosediphosphats oder seines Umwandlungsproduktes zusammet 
mit dem Acetaldehyd. 

Dem Oxydoreduktionssystem der Hefe sind in der letzten 
Zeit eingehende Untersuchungen von O. Warburg und Mitarbeiter 
gewidmet. Diese Forscher fanden, daf das Oxydoreduktionssystem 
aus zwei enzymatischen Komponenten, dem ,gelben Ferment" 
oder ,,Flavinenzym“ und dem ,,Zwischenferment“ besteht, das 
durch ein Co-Ferment ergiinzt werden mu8. Auch mit diesem 
Fermentsystem wird bei Zusammenwirkung mit unserer ,,Hele- 
phosphatase“ eine starke Phosphorylierung erreicht; aber das 
,AZwischenferment“, das nach den Angaben von O. Warburg 
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Hexose. 
' durch Behandlung mit Tonerde Cy gelingt es, das ,,Zwischen- 
ferment“ von den die Phosphorylierung und Dephosphorylierung 
' bedingenden Begleitenzymen vollkommen abzutrennen. 
_gereinigte ,Zwischenferment“ ist erst zusammen mit der ,,Hefe- 
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‘und W. Christian!!) aus den Macerationssiiften von T'rockenhefe 
' gewonnen wird, ist nicht frei von phosphorylierender Wirkung auf 


Erst durch mehrmaliges Umfillen mit Kohlensiure oder 


Dieses 


phosphatase“, der Hexosediphosphorsiure und dem Acetaldehyd 
zur sii iit ee 





Zugesetztes Enzym plete »4wischen- peiatarye —— 7 
acctenal ferment“ ; sean 
Phosphorylierende - 2 " 
Wirkung 











Uber die Beteiligung des gelben Fermentes bei der Phospho- 
rylierung kénnen wir noch keine bestimmte Aussage machen. 


Kine Zugabe von Flavinenzym ist zwar nicht nétig, aber viel- 
' leicht geniigen schon die geringen Mengen, die dem ,,Zwischen- 
' ferment“ auch nach der Reinigung anhaften, um den Phospho- 
' rylierungseffekt hervorzurufen. Auch erscheint eine Synthese aus 


der Farbstoffgruppe des Enzyms, die méglicherweise unseren Co- 
Zymasepriparaten beigemengt ist, und einer ‘T'ragersubstanz, die 
m ,Zwischenferment“ vorhanden sein kénnte, zum gelben Ferment 
nicht ausgeschlossen }”), 

Indes verliert die ,,Hefephosphatase“ die Eigenschaft eine 
Komponente des Phosphorylierungssystems zu sein, wenn man sie 
einer mehrmaligen Behandlung mit Tonerde Cy unterwirft. Die 
Restlisungen der Tonerdeadsorption, die noch phosphatatisch 
Wirksam sind, zeigen nunmehr zusammen mit dem ,,Zwischen- 
ferment“ keine phosphorylierende Eigenschaft. Gleichzeitig mit 
der Abtrennung der phosphatetischen Wirksamkeit sind die Lé- 
sungen der ,,Hefephosphatase“ zymohexasefrei geworden. Statt 
unreiner ,,Hefephosphatase“ kann man mit dem nimlichen Erfolg 
Zymohexase aus Muskel zur Phosphorylierung verwenden; das 
gelingt auch dann noch, wenn man die Muskelphosphatase durch 
Adsorption von der Zymohexase abgetrennt hat. Die phosphatase- 


') a) Biochem. Z. 
’) Vgl. H. Theorell, Biochem. Z. 


254, 438 (1932); b) 266, 377 (1933). 
272, 155 (1984); 275, 87, 344 (1935); 
275, 


fener H. Kraut u. W.v. Pantschenko-Jurewicz, Biochem. Z. 
114 (1935). 
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freie Zymohexase ruft gemeinsam mit dem phosphatasefreje, 
.,Zwischenferment* Synthese von Hexoseester hervor. Die ,,Hefy. 
phosphatase“ ist demnach kein Glied dieses Phosphorylierungs 
systems; sie ist nicht identisch mit der ,,Hefephosphatese“, 





—, 














vawischen- » 2wischenferment“ aaron 
r ermen +s erment“ 
Zugesetztes Enzym + unreine ,,Hefe- + geecemgre «| + gereinigte 
phosphatase“ | »,Hefephosphatase Zymohes xase 
Phosphorylierende 7 
Wirkung t 7 ” 











Aber auch die Zymohexase ist entbehrlich, wenn man in 
Reaktionssystem statt Hexosediphosphorsiiure, das Kinwirkungs. 
produkt der Zymohexase auf Hexosediphosphat, die Dioxyaceton. 
phosphorsiiure verwendet. In dem System: Dioxyacetonphosphor. 
siure, Acetaldehyd, Co-Zymase, Hexose und Phosphorsiure is 
das ,Zwischenferment“ nunmebhr allein zur Synthese von Hexose. 
phosphorsiiureester befihigt. Es ist bis jetzt nicht gelungen, die 
Dioxyacetonphosphorsiure in diesem System durch einen anderen 
Kster z. B. Hexosemonophosphorsiiure oder Phosphoglycerinsiure 
zu ersetzen. 

Damit ist wahrscheinlich gemacht worden, daB die Reaktion 

I. Dioxyacetonphosphorsiure + Acetaldehyd = Phosphoglyce- 
rinsiure + Alkohol in ursichlichem Zusammenhang steht mit der 
Phosphorylierungsreaktion. 

II. Glucose + Phosphorsiiure = Hexosephosphorsiure. 

Das Ausmaf der Phosphorylierungsreaktion wird weitgeheud 
von dem Verhiltnis der organisch gebundenen Phosphorsiiure zu 
anorganischen Phosphorsiure am Anfange der Reaktion beeinflubt. 
Das Verhiltnis 1:1 scheint optimal zu sein. 

Theoretische Erérterungen iiber den Zusammenhang dieser 
beiden Reaktionen, so verlockend sie auch sein mégen, scheinen 
uns heute noch verfriiht zu sein. Die genaue Kennzeichnung 
der Wirkung des ,,Zwischenfermentes“ auf die Komponenten de 
Phosphorylierungssystems wird — wie wir hoffen — einen En- 
blick in den Reaktionsmechanismus dieser Stufe der Girung bzw. 
Glykolyse gewiihren. Wir sind der Ansicht, daB das ,,Zwischen- 
ferment“ noch komplexer Natur ist. 


Versuchsteil. 


Zur Messung der ,,Hefephosphatase“. Unter ,,Hefephosphatase” 
werden im folgenden die durch Dialyse vorgereinigten, mit Glycerin stabili: 
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’ sierten Glycerinextrakte aus Trockenhefe, deren Darstellung frither beschrieben 
| worden ist‘), bezeichnet. Die phosphatatische Wirkung von Hefeausziigen 
wird nach den Angaben der 1. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe‘) an 
| «-Glycerophosphat als Substrat gemessen. Angaben werden in ,,Hefephos- 


phatase-Kinheiten“ gemacht. Die freie Phosphorsiure wird colorimetrisch 


' nach Briggs gemessen. 


Zur Messung der Phosphorylierung. Die Messung der phosphate- 


 tischen Wirkung fiihren wir in einem Ansatz aus, der, sofern nichts anderes 
' yermerkt wird, bei einem Gesamtvolumen yon 12,5 cem 0,5 g Glucose, 
' 50 mg hexosediphosphorsaures Natrium, 50 mg Acetaldehyd, 0,4 ccm #/,; mol. 
| Phosphatpuffer, 2 cem Co-Zymase (30—40 Co.E.) und 1 ccm */,, mol. MgSO, 


enthilt. py des Ansatzes 6,8—7,0. Temperatur 30°. Sofort nach Zugabe 
des Enzymsystems und nach Ablauf von 4 Stunden wird je eine Probe von 


- 5eem entnommen und mit 5 cem 10°/,iger Trichloressigsiure enteiweiBt. Vom 
 Filtrat des EiweiBniederschlages wird eine passende Menge zur colorimetri- 
- schen Bestimmung der Phosphorsiiure verwendet. Angaben bedeuten Milli- 
' cramm P-Umsatz bzw. Prozent Synthese berechnet auf den ganzen Ansatz. 


Zur Messung der Zymohexase. Eine Lisung von hexosediphosphor- 
saurem Natrium entsprechend 6 mg organisch gebundenem P wird mit 


| Natriumbicarbonatlésung auf py = 7,6 eingestellt und nach Abkiihlung auf 
| 0° unter Zusatz des Enzyms auf 12,5 ccm aufgefiillt. 
| Ansatzes soll die Wirkung der Zymohexase vor der Entnahme der 0-Be- 
 stimmung verhindern. 
' werden Proben von 5 cem mit 5 cem 10°/,iger Trichloressigsiure versetzt. 
- Vom Filtrat des Eiwei8niederschlages wird eine entsprechende Menge, z. B. 


Das Abkiihlen des 
Zur Zeit 0 und nach 30 Minuten Stehen bei 30° 
8 cem mit ebensoviel 2n-Natronlauge versetzt; nach 20 Minuten Verseifungs- 


dauer wird mit 1n-HCl neutralisiert und die Phosphorsiiure colorimetrisch 
bestimmt. Die Differenz zwischen der 0- Bestimmung und der Bestimmung 


_ nach 30 Minuten zeigt die durch die Wirkung des Enzyms alkaliverseifbar 
_ gewordene Phosphorsiiure an. 
| Angaben von O. Meyerhof und K. Lohmann") an. 
| Messung des Enzyms wurde in dieser Arbeit nicht angestrebt. 


Die Bestimmung schlieBt sich eng an die 
Eine quantitative 
Angaben 
bedeuten Milligramm an alkaliverseifbarem P, beziehen sich auf den ganzen 
Ansatz von 12,5 cem und sollen die An- oder Abwesenheit des Enzyms 
feststellen. 

Zur Messung des ,,Zwischenfermentes“. Die Wirkung des ,,Zwischen- 
fermentes* messen wir bei optimaler Konzentration von gelbem Ferment 
(10mg) und Co-Zymase (20 Co.E.) mittels der Methylenblaumethode von 
Thunberg. Als Substrat der Oxydoreduktion wenden wir 6,2 mg Natrium- 
salz des Hexosemonophosphorsiureesters (Neubergester) an, das aus hexose- 
diphosphorsaurem Calcium dureh Hydrolyse mit Oxalsiure nach C. Neu- 
berg) dargestellt wird. Die angegebenen Entfiirbungszeiten beziehen sich 
auf die Entfirbung von 0,5 cem Methylenblau 1: 10000 durch 1 cem des 
Zwischenfermentes. p, = 7,0, Temperatur 22°. Das gelbe Ferment wird 
nach den Angaben von O. Warburg und W. Christian") dargestellt. 
Zur Verwendung gelangte das in Wasser geléste und filtrierte Rohprodukt. 


*) Biochem. Z. 273, 413 (1934). 
*) C. Neuberg u. M. Kobel, Oppenheimer-Pinkussen, Methodik der 
Permente Bd. I, 410 (1929). 
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Ersetzbarkeit des Co-Fermentes aus Pferdeblutzellen durch (). 
Zymase. Das Co-Ferment aus Pferdeblutzellen "*) 1aiBt sich in unseren Vo, 
suchen durch Co-Zymase ersetzen. Die zur Anwendung gelangten (o-7y. 
masepriparate, dargestellt nach den Angaben von H. y. Euler und K. \y;. 
bick*), haben einen Reinheitsgrad von etwa 10000 ACo, sind also noch 
weitgehend verunreinigt. Der Liebenswiirdigkeit Herrn Professor H. v. Eule;, 
verdanken wir ein reines Co-Zymasepriiparat von ACo. 90000. Beide (). 
Zymasepriparate besitzen das Vermégen als Aktivatoren des Oxydoreduk. 
tionssystems zu fungieren. Das ist eine experimentelle Feststellung, (jp 
sich den Befunden H. v. Eulers und Adlers") anschlieBt. Nach den Ap. 
gaben von O. Warburg und W. Christian") ist das Co-Ferment ay; 
Pferdeblutzellen nicht identisch mit Co-Zymase; es kann die Co-Zymase in 
Girversuch nicht ersetzen. Unsere Befunde sprechen dafiir, daB aber un. 
gekehrt das Co-Ferment im Oxydoreduktionssystem durch Co-Zymase cr. 
setzbar ist. 


Tabelle 1. 


Wirksamkeit von Co-Zymase und Co-Ferment aus Pferdeblutzellen 
im Oxydoreduktionssystem. 





Co-Zymase Co-Zymase Co-Ferment Entfirbungs- 
ACo = 10000 ACo = 90000 aus Pferdeblut- zeit 
1 eem = 20 Co.E. | 1 ecem = 14 Co.FE. zellen in Minuten 
— — ~— >50 
0,5 ecm -- 4 
“ne 0,5 ccm — 7 
— — 1 ecm 6 











Vergleich der Wirkung des Oxydoreduktionssystems auf ver. 
schiedene Phosphorsaureester. Die Geschwindigkeit, mit der Methylen- 
blau im Vakuumrohr durch das Oxydoreduktionssystem reduziert wird, ist 
abhiingig von der Art des zugesetzten Esters. Sie ist etwa gleich grof bei 
den beiden Hexosemonophosphorsiiureestern, Neubergester und Robisonester. 
etwas geringer bei Dioxyacetonphosphorsiure und um ein Mehrfaches ge- 
ringer bei Hexosediphosphat. Letzterer Befund deckt sich mit den Angaben 
von Th. Wagner-Jauregg, E. F. Méller und H. Rauen'’). 


Tabelle 2. 























Robison- | Neuberg- | Hexose- Dioxy- 

Angewandtes diphos- aceton- Ohne 

= ester ester h h 

Substrat 6 : phors. Na phos- Substrat 

mg 6,2 mg 10mg | phors. Na 
Entfirbungs- ; a , . . 
zeiten in Min. . . 30 a 50 
5) Diese Z. 198, 223 (1931). 16) Diese Z. 226, 195 (1934). 
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1") Biochem. Z. 274, 113 (1934); 275, 112 (1984). 
) Diese Z. 281, 55 (1935). 
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- und Rithren extrahiert, hierauf scharf zentrifugiert. 
 diente der fliissige Anteil ohne Sahne. 
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Die Phosphorylierung durch das System ,,Hefephosphatase“ und 


| Samenredoxase. Als Redoxase wurde Orangensamenextrakt wie folgt dar- 
gestellt: ein Teil lufttrockner, geschiilter Orangensamen wurde mit dem 


7,5fachen an Wasser bei py = 7,6 etwa eine Stunde lang unter Kiskiihlung 
Zu den Versuchen 
1 cem des Samenextraktes gab im 
Thunbergrohr bei Anwendung von Hexosemonophosphorsiiure als Donator- 
substanz eine Entfiirbungszeit von durchschnittlich 10 Minuten. 

Aus der Tab. 3 geht hervor, daB nur durch Zusammenwirkung der 
beiden Enzymkomponenten der ,,Hefephosphatase“ und der Samenredoxase, 
sowie der Co-Zymase, des Hexosediphosphats und des Acetaldehyds eine 


Tabelle 3. 


Ansatz des vollstiindigen Systems: Gesamtvolumen 25 ccm, enthaltend 
i.0g¢ Glucose, 50 mg Acetaldehyd, 2 ccm '/, mol. Phosphat py = 6,4, 2 cem 
(o-Zymase (20 Co.E.), 2,5 cem m/10-MgSO,, 100 mg hexosediphosphorsaures 
Na, 5cem ,,Hefephosphatase‘’ und 5 ccm Orangensamenextrakt. Zu den 
iibrigen Versuchen wurde je eine Komponente des vollstiindigen Systems 
weggelassen. py = 6,4. Zeit 4 Stunden. Temp. 30°. Die Zahlen der Tabelle 
verstehen sich fiir den ganzen Ansatz. 








' © rs 
Bal 2) 2) § | aal & 
— ~4 a =| - 
Swe oa 2 os oe o> 4 o> 2O 
ee ae 5 a8 aK = Sm Q, As ap 
wanisaee eal ae [2831242 /2" 
S:a-e Cfo a Oo rb) a © 5 - Oo a Os 
met = S. } 1 o = 
7) oe fom o. _ < 
mg P zu Beginn ‘ 20,2 20,3 20,3 20,2 20,0 20,2 20,0 
mg P nach 4 Std. 16,3 20,4 | 20,8 20,1 20,3 20,3 | 17,1 
mg P-Umsatz —3,9 +0,1 0,0 —0,1 +0,3 +0,1 — 2,9 























Tabelle 4. 


Thermolabilitit der ,,Hefephosphatase“ 
und der Samenredoxase. 


Je eine Portion Hefeenzym und Orangensamenextrakt wurden 10 Min. 
in ein siedendes Wasserbad eingestellt, hierauf mit Eis gekiihlt. Der An- 
satz fiir diese Versuchsreihe war der gleiche wie in den Versuchen der 
Tab. 3 (volistiindiges System), nur wurden 2 ccm Hefeenzym statt 5 ccm 











angewendet. Zahlen beziehen sich auf den ganzen Ansatz von 25 ccm. 
sHefephos- | ,,Hefephos- Samen- Samen- 
phatase“ | phatase“ er- | redoxase er-| redoxase u. 
und Samen- | hitzi, Samen-} hitzt, ,,Hefe-| ,,Hefephos- 
redoxase, redoxase |phosphatase“| phatase“ 
nicht erhitzt] nicht erhitzt | nicht erhitzt erhitzt 
mg P zu Beginn. 15,5 15,5 15,5 15,5 
mg P nach 4 Std. 11,0 15,5 15,6 15,4 
mg P-Umsatz —4,5 0,0 4+-0,1 — 0,1 
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Phosphorylierung zustande kommt. Das Weglassen nur einer dieser Kon. 
ponenten hat ein Ausbleiben der Synthese zur Folge; in den meisten Fille, 
tritt dann eine schwache Dephosphorylierung, herriihrend von der Phos. 
phatasewirkung auf das zugesetzte Zymophosphat, ein. Durch Zugabe yo, 
Magnesiumionen wird eine deutliche Aktivierung des synthetischen Vor. 
gangs erzielt. 


Reinigung des ,Zwischenfermentes“. Das nach den Angaben yoy 
O. Warburg und W. Christian") aus Macerationssaft von Trockenhefe’ 
dargestellte ,, Zwischenferment“ enthilt Beimengungen von phosphorylierendey 
Enzymen, die man entweder durch 2 maliges Umfiillen mit Kohlensiure 
oder durch Adsorption mit Tonerde Cy entfernen kann. Ein so gereinigtes 
,Zwischenferment“ phosphoryliert bei Anwesenheit von Hexosediphosphat 
und Acetaldehyd nicht mehr; gleichzeitig mit der Abtrennung der die 
Phosphorylierung bedingenden Stoffe ist die Phosphatase und Zymohexage 
aus den Lésungen des ,,Zwischenfermentes“ verschwunden. Die dehydrie. 
rende Wirkung im Oxydoreduktionssystem ist zu einem groBen Teil erhalten 
geblieben. 


Kohlensiureumfillung. In ,,Zwischenfermentslésung“ wird unter 
Eiskiihlung 10 Minuten lang ein kriftiger CO,-Strom eingeleitet; der dabe; 
entstehende Niederschlag wird abzentrifugiert und wieder mit 0,03 °/, iger 
Natriumbicarbonatlésung zu dem urspriinglichen Volumen aufgefiillt. Nachdem 
Lésung eingetreten ist, wird die Fillung mit Kohlensiure wiederholt. 


Tabelle 5. 
Reinigung des ,,Zwischenfermentes“. 
Zur Messung der oxydoreduktiven Wirkung des ,,Zwischenfermentes” 
wird 1 ccm bezw. entspr. 1cem vom rohen Enzym angewandt; zur Messung 
der Zymohexase, der phosphatetischen und phosphatatischen Wirkung 


werden je 3 ccm der rohen Enzymlésung bzw. der entsprechenden Menge 
gereinigten Enzyms in einem Ansatz von 12,5 cem Gesamtvolumen an- 











gewandt. Angaben beziehen sich auf den Umsatz im ganzen Ansatz. 
wb . 73%] Phosphory- 
wo Phosphatase @ om Fy lierung 
S55 8.58] in 4 Stunden 
fN=] mg ab Ein- a" g's 0), Syn: 
S | gespalt. E maeo HT mg P ie 
onl P heiten JS" SQ these 
LS — = NE  —- a — 
> 7 ° 
Se 8 | 0,471 0,003 | 0,182 | 0,960 | 15,6 
9 ‘ 1 "3 ‘ 
ge vate 16 | 0,050  0,0003 | 0,008 | 0,00 0,0 
Restlésung nach . ‘ 
nnitiper aie 18 | 0,030  0,0002 | 0,000 | 0,00 0,0 


*) Die Hefe beziehen 
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Adsorption mit Tonerde: 25 ccm ,,Zwischenferment“ werden 2 mal mit 


je 2 ccm Tonerde Cy (=40 mg Al,O,) und 1 mal mit 1 cem Tonerde Cy bei 
' einem pg = 6,8 adsorbiert. In der Restlésung findet sich das ,,Zwischen- 
ferment“ in gereinigter Form. 


Phosphorylierung durch das System: ,,Hefephosphatase“, 


_ Zwischenferment“ und ,,gelbes Ferment“. Durch Zusammenwirkung 
_ yon ,,Hefephosphatase“ und dem Oxydoreduktionssystem der Hefe, bestehend 
' aus Flavinenzym, ,,Zwischenferment“ und Co-Zymase wird genau so eine 
- Phosphorylierung erreicht wie durch ,,Hefephosphatase“ und Redoxase aus 


Samen. Aus den Versuchen der Tab. 6 scheint auBerdem hervorzugehen, 
da8 das Flavinenzym zur Phosphorylierung entbehrlich ist. Ob diese 
Beobachtung nur auf eine Verunreinigung des ,,Zwischenfermentes mit 
gelbem Ferment zuriickzufiihren ist, soll hier noch nicht entschieden werden. 


Tabelle 6. 


Angewandt wurden fiir den Ansatz von 12,5 ccm 3 cem ,,Zwischen- 
ferment“, 20mg Flavinenzym, Rohprodukt, 1 ccm ,,Hefephosphatase“ = 
0,35 H.Ph.E. Angaben beziehen sich auf den Umsatz im ganzen Ansatz 
von 12,5 ccm. 

















Enzymsystem me* — weal ‘lo 
im Anfang] 4 Stunden Umsatz Synthese 

Ger, ,,Zwischenferment“ 6,156 6,156 0,0, 0,0 
Ger. ,,.Zwis « 

Hevinesya || ogee | 6,268 0,0 0,0 

,Hefephosphatase“. . . 6,140 6,192 +0,052 0,0 
Ger. ,,Zwischenferment“ 

+ Flavinenzym 6,384 4,764 — 1,620 25,4 
+ ,,Hefephosphatase“ 

Ger. ,.Zwischenferment“ — pve RQ On 

Ys "Ho fephouphiatase’ 6,156 4,572 — 1,584 25,4 


Phosphorylierung durch das System: gereinigte ,,.Hefephospha- 
tase“, gereinigte Zymohexase und ,,Zwischenferment“. Reinigt man 
Hefephosphatase“ durch Behandlung mit Tonerde Cy, so geht ihr die 
Higenschaft, zusammen mit dem ,,Zwischenferment Hexose zu phosphory- 
lieren, verloren. Gleichzeitig mit der Abtrennung der phosphorylierenden 
Kigenschaft verschwindet die Zymohexase aus den Restlésungen der Ton- 
erdeadsorptionen. Durch Zugabe von zymohexasehaltigen Muskelextrakten 
zu gereinigter ,,Hefephosphatase‘ kann man die phosphorylierende Wirk- 
samkeit wiederherstellen; aber die niimliche Wirkung zeigt Zymohexase aus 
Muskel auch ohne ,,Hefephosphatase“. ,,Zwischenferment“ phosphoryliert 
0 Zusammenwirkung mit Zymohexase aus Muskel, die stark phosphatatische 
Higenschaft besitzt, Glucose besser als mit ,,Hefephosphatase“. Durch 
Adsorption an Cy gelingt es, die Phosphatase weitgehend von der Zymo- 
hexase abzutrennen, ohne die zymohexatische Wirkung zu vernichten. Wie 
tus der Tab. 8 hervorgeht, zeigt auch diese phosphatasefreie Zymohexase 
gemeinsam mit ,,Zwischenferment“ phosphatetische Wirkung. 
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Die Abtrennung der Zymohexase von der ,,Hefephosphatase“ fihrey 
wir nach den Angaben der 1. Mitteilung durch mehrmalige Adsorption ay 
Tonerde Cy bei schwach saurer Reaktion aus. 


Tabelle 7. 


Zur Messung der Zymohexasewirkung wird 1 cem Muskelextrakt bzy. 
1,4 cem Restlésung, zur Messung der Phosphatase 2,5 cem Muskelextrakt 
bew. 3,5 eem Restlésung verwandt. Die Zymohexasewirkung wurde nach 
30 Minuten , die Phosphatasewirkung nach 2 Stunden, letztere nach Akti- 
vierung mit 1 cem */,, mol. MgSO, im Ansatz von 12,5 ccm, bestimmt. Als 
Substrat der pinta wird o«-Glycerophosphat angewendet. 

















Phosphatase- In mg 

Alkali- ‘ wirkung abgespaltener P 

| eet bei py = 6,4 | bei py = 9,0 
-Dialysierter -Muskel- — Lalit’ ss _ 2 | 7 
nr he 1,64 0,163 0,005 
Restlésung nach Ton- || 1,64 0,009 0,000 
erdeabsorption J 
Tabelle 8. 


Die Zymohexase wurde mittels Tonerdebehandlung phosphatasefrei 
gemacht. Das ,,Zwischenferment wurde 2mal mit CO, umgefillt; die 
gereinigte ,,Hefephosphatase“ ist zymohexasefrei, enthalt in 5 cem 0,1 H.Ph.E.; 
die rohe ,,Hefephosphatase“ enthilt pro ecm 0,35 H.Ph.E. Volumen des 
Ansatzes 18,5 ecm. 





mg P im mg P im 
. mg P- 9) 
Enzymsystem Ansatz Ansatz 4 
zur Zeit 0}nach4Std.J Umsatz | Synthese 
1 | 2ccm Zymohexase. . it 4,124 +0,059 
2 | 3 ecem ,,Zwischenferm.“ 132 4,132 0,000 — 
3 1 3 ecm ,,Zwischenferm.“ 
+ 5eem ger. ,,Hefe- 4,090 3,99 — 0,10 2,0 
phosphatase“ 
4 | 3 ccin ,Zwischenferm.“ 
5ecem ger. ,,Hefeph.“ 4,107 2,654 — 1,453 35,4 
2ecm Zymohexase 
5 ‘| 3 cem ,,Zwischenferm.“ | 
5eem ger. ,,Hefeph.“ 4,102 2,780 — 1,322 32,2 
0,5 cem Zymohexase 
> € > 4 T3 
6 | 3 cem »,Z4wischenferm. 4,095 2.652 ~ 1,443 35.9 
2 eem Zymohexase 
7 | 3ecem ,,Zwischenferm.“ 
1 cem unger. ,,Hefe- 4,075 3,080 — 0,995 24,4 
phosphatase“ 
8 | 3 ecem ,,Zwischenferm.“ 
0,5 cem unger. ,,Hefe- 4,080 3,492 —0,588 14,4 
phosphatase“ 
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Darstellung und Reinigung der Zymohexase aus Muskel. Mit der 


Fleischmaschine zerkleinerte Muskulatur eines frisch geschlachteten Kanin- 


chens wird nach den Angaben von O. Meyerhof und K. Lohmann”) 
mit destilliertem Wasser im Verhiltnis 2:3 verriihrt und mehrere Stunden 
unter 6fterem Umschiitteln stehen gelassen. Der abfiltrierte Extrakt wird 
20 Stunden bei 0° dialysiert. 20 cem dialysierter Muskelextrakt werden 


bei einem py = 6,8 2mal mit je 2,5 cem (=50 mg Al,O,), 1 mal mit 2 ecm 


und 1mal mit 1cem Tonerdesuspension Cy behandelt. Den Erfolg der 
Adsorption zeigt Tab. 7. 

Die Phosphatase der Muskeln wird bei py = 6,4 und bei pg = 9,0 
bestimmt, da man nach den Angaben von E. Bamann und Riedel”) in 
tierischen Organen (Niere, Leber) das Vorkommen zweier isodynamer Phos- 
phatasen zu erwarten hat, die bei verschiedenem py optimal, nimlich im 
sauren Gebiet bei py = 6 und im alkalischen Gebiet bei py = 9, wirksam 
sind. Die Muskelphosphatase wirkt nur minimal bei py = 9, stark dagegen 
bei Py = 6,4; sie ist demnach weitgehend reine Phosphoesterase mit dem 
Wirkungsoptimum im sauren Gebiet. 

Phosphorylierung durch ,,Zwischenferment“ bei Anwesenheit von 
Dioxyacetonphosphorsaure. Der Phosphorylierungseffekt mit ,,Zwischen- 
ferment und Zymohexase ist der gleiche, ob man als Substrat der Oxydo- 
reduktion Hexosediphosphorsiiure oder Dioxyacetonphosphorsiure'’) ver- 
wendet. Im letzteren Falle kann man aber auch die Zymohexase entbehren. 
Auch mit ,,Zwischenferment“ allein erreicht man bei Anwesenheit von 
Dioxyacetonphosphorsiiure Phosphorylierung von Hexose, die zwar dann 
um einige Prozente geringer ist. Man darf annehmen, da8 das ,,Zwischen- 
ferment“ enzymatisch nicht einheitlich ist, sondern immer noch einen 


Tabelle 9. 


Als Enzymlésungen kamen 2mal mit CO, umgefilltes ,,Zwischen- 
ferment“ und durch Adsorption gereinigte Zymohexase zur Verwendung. 
































S = = z >) 
Angewandter AEN+e | AND a = 2 
Enzymsystem Phosphorsiiure- | & @N ge a i bo sis 
&0 = we = 
ester z < an < 2 =) As 
4ceem_ ,,Zwischen- 
ferment“, 1 ccm Hexose- 3,950 2,108 1,842 46,6 
Zymohexase + diphosphat, 
i " entspr. 4mg P 
sg ra P S 3,950 | 3,900 | 0,050 1,2 
4eem ,,Zwischen- || ; 
ferment“, 1 cem Dioxyaceton- 4,268 | 2,224 | 2,044 47,9 
Zymohexase phosphor- 
: siure, entspr. 
4 oe | 3,75 mg P 4,208 | 2,892 | 1,316 | 31,3 








19) Biochem. Z. 271, 96 (1934). 
20) Diese Z. 229, 12 (1934). 
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Komplex von Enzymen darstellt. Wir erkliren uns die steigernde Wir. 
kung der Zymohexase im System: ,,Zwischenferment“-Dioxyacetonphosphor. 
siure durch eine Komplettierung des ,,Zwischenfermentes“ mit einem Enzym, 
das im ,,Zwischenferment“ nur in geringer Konzentration vorliegt. 


Abhangigkeit der Phosphorylierung von der Menge des z. 
gesetzten Phosphorsaureesters. Das Ausmaf der innerhalb einer b}e- 
stimmten Zeit zu erreichenden Phosphorylierung ist stark abhingig von 
der Menge des zugesetzten Phosphorsiiureesters; bis zu einem bestimmten 
Punkt, von dem ab eine vermehrte Zugabe von Ester keine wesentliche 
Steigerung des synthetischen Prozesses hervorruft, herrscht zwischen dem 
in organische Bindung iibergefiihrten Phosphor und der Menge des zu. 
gesetzten Phosphorsiiureesters Proportionalitit. In einem eingehenden 
Studium werden die quantitativen Verhiltnisse des Phosphorsiureumsatzes 
weiterhin aufzukliren sein. 

Nach O. Meyerhof und W. Kiessling®*') wirkt in einem Phospho- 
rylierungssystem, dem Acetaldehyd zugegeben ist, die Hexosediphosphor. 
siure katalytisch; nach diesen Autoren ,,reicht eine geringe Menge Hexose- 
diphosphorsiure aus, um wenigstens den 50 fachen Umsatz von Glucose, 
Phosphat und Acetaldehyd zu erméglichen“. Die Ergebnisse Meyerhofs 
sind mit dem kompletten Enzymsystem der zellfreien Giirung (Macerations- 
saft) erhalten worden. Die bis jetzt mit dem gereinigten Enzymsystem der 
Phosphorylierung gemachten Erfahrungen deuten nicht darauf hin, daB sich 
dabei eine solche Reaktionsweise des Hexosediphosphats bzw. der Dioxy- 
acetonphosphorsiure realisieren lift. Sollte sich ein solch typischer Unter- 
schied zwischen der Reaktionsweise von gereinigtem und der von unreinem 
Enzymsystem sicherstellen lassen, so wird es von groBem Interesse sein, 
die Phosphorylierungsprodukte, die bei Anwendung von Macerationssaft 
entstehen, mit denen zu vergleichen, die mit gereinigtem Enzymsystem zu 
erhalten sind. 


Tabelle 10. 





























: No No p 

Im an- > a, 2D as ; 

Enzymsystem mg P ae aN | wd I] xp a | 25 
Phosphorsiure- | ¢ s ‘'a]/ qo .5 € 

¢ & | = >) | a) Be 

ester Bel a@ - 

0,0 -_ 3.950 | 3,950 | 0,0 0,0 

4 ecm ,,Zwischen- |] 5 ati: 3,892 | 3,458 | 0,434 | 11,1 
ferment“, 1cem /| 1,0 diphosphor- | 3964 | 8,184 | 0,780 | 19,7 
Zymohexase 4,0 ian 3,950 | 2,108 | 1,842 | 46,6 
8,0 3,960 | 2,090 | 1,870 | 47,2 

0,0 a 4,216 | 4,216 | 0,0 0,0 

4 cem ,,Zwischen- 0,75 |) Dioxyaceton- | 4,216 | 3,842 | 0,374 | 5,5 
ferment“ 1,5 phosphor- 4,216 | 3,624 | 0,592 | 14,3 

83,75 saure 4,208 | 2,892 | 1,316 | 31,3 


*1) Biochem. Z. 267, 313 (19383). 
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Tabelle 11. 
Phosphorylierung mit gereinigtem Enzymsystem bei Anwesen- 
heit von Hexosemonophosphorsiureester (Neubergester) 
bzw. Phosphoglycerinsiure. 



































NO ; 
— a fe [a F2] gS 2 
Enzymsystem |mg P gewandten sate tl eoe * a |.cs 
Phosphorsiiure- | § itt Sm 2 Es . = 
ester Bal & S a 
seem ,,4Zwischen- 3.0 9.593 | 9.593 0.0 0.0 
ferment“ ” _—_—— - sis ’ 
seem ,Zwischen- + diphosphor- 
ferment“, 1 cem 3,0 siiure 2,713 | 1,834 0,877 | 32,0 
Zymohexase 
. a 3,0 2,552 | 2,552 | 0,0 0,0 
ae { Neuberg- 
seem ,,Zwischen- | ester 
ferment“, 1eem |} 3,0 | | 2,536 | 2,536 | 0,0 0,0 
Zymohexase | J 
seem ,,Zwischen- : — 
AE. sine 5,0 | icici 2,360 | 2,360] 0,0 0,0 
seem ,,Zwischen- glycerin- 
ferment“, 1cem |‘'5,0 |!  siure 2,356 | 2,383 | +0,031 | 0,0 
Zymohexase ) 


Die Hexosediphosphorsiiure ist in dem Enzymsystem: ger. ,,Zwischen- 
ferment“—Zymohexase weder durch Hexosemonophosphat noch durch Phos- 
phoglycerinsiure ersetzbar. Nach den Befunden von O. Meyerhof und 
W. Kiessling?') kann der Monoester bei Anwendung von rohem Mace- 
rationssaft den Diester ersetzen. Auch hier zeigt sich also ein interessanter 
Unterschied in der Reaktionsweise zwischen gereinigtem und rohem Enzym- 
system, der weiter aufzukliren sein wird. 


Tabelle 12. 

Abhingigkeit der Phosphorylierung von der Co-Zymase. 
Ansatz enthilt 4 cem ger. ,,Zwischenferment“, Dioxyacetonphosphor- 
siure entspr. 3,5 mg org. geb. P, wechselnde Mengen Co-Zymase (1 ccm 
= 18 Co.E.). 








mg P mg P 
, — im Ansatz im Ansatz | mg P-Umsatz | °/, Synthese 
Co-Zymase zur Zeit 0 nach 4 Std. 
0 4,683 4,698 + 0,015 0,0 
0,5 4,683 3,875 0,808 17,3 
1,0 4,816 3,683 1,133 23,5 
2, 4,819 3,580 1,239 25,7 














3,514 1,286 26,7 
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Die Tab. 12 zeigt die Abhingigkeit der Phosphorylierung von de; 
Co-Zymase. Ohne Co-Zymase tritt in dem sonst vollstindigen Phospho. 
rylierungssystem keine Synthese ein. Dagegen scheint der Acetaldehyd 
(Tab. 13) in diesem Falle entbehrlich zu sein, wenngleich das Ausmal} der 
in einer bestimmten Zeit erreichbaren Phosphorylierung geringer bleibt, als 
in den Versuchen, zu denen man Acetaldehyd zugesetzt hat?'). 


Tabelle 13. 


Abhingigkeit der Phosphorylierung vom Acetaldehyd. 


Ansatz enthilt 4 ccm ger. ,,Zwischenferment“, Dioxyacetonphosphor. 
siure entspr. 3,5 mg org. geb. P, 2 ccm Co-Zymase, wechselnde Mengen 





Acetaldehyd. 
Zugesetzter mg P mg P | 
Acetaldehyd im Ansatz im Ansatz | mg P-Umsatz] °/, Synthese 
in mg zur Zeit 0 nach 4 Std. 
) 4,958 4,342 0,616 12,4 
835 4,819 3.580 1,239 25,7 
108 4,758 3,942 1,216 25,6 


Fiir die Uberlassung von hexosediphosphorsaurem Calcium | 














sind wir der I. G. Farbenindustrie, Werk Elberfeld, zu groBem 
Dank verpflichtet. 
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Uber den Nucleinstoffwechsel. 
V. Mitteilung: Uber die Konstitution der Nucleinsdure. 


Von 


Katashi Makino. 


(Aus der inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, Siidmandschurei.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Januar 1935.) 


Die Konstitution der Nucleinsiure steht nach den bisherigen 
Untersuchungen noch nicht mit Sicherheit fest. Nach Jones’ 
ilterer Auffassung vollzieht sich der Aufbau des Polynucleotid- 
nolekiils der Hefenucleinsaéure lediglich durch atherartige Bindung 
der Zuckerreste der einzelnen Mononucleotide. Spiter nahm er 
an, daB von den 3 intramolekularen Bindungen, durch welche die 
4Mononucleotide zur Hefenucleinsiure zusammengehalten werden, 
eine itherartig und zwei esterartig wiren. Steudel und Peiser 
slauben, daB die Hefenucleinsiure nur aus 3 Mononucleotiden 
(juanin, Adenin, Cytosin) zusammengesetzt sei. Diese Annahme 
wurde aber von Thannhauser, Levene und Jones widerlegt. 

Levene und Mitarbeiter geben sowohl fiir Hefe- wie fiir 
Thymonucleinsiure Formeln an, in welchen alle Phosphorsiure- 
reste des Polynucleotidmolekiils durch doppelte Veresterung mit 
den Kohlenhydratgruppen zusammenhingen, die Mononucleotide 


‘also lediglich durch Esterbindung Phosphorsiure : Kohlenhydrat 
| untereinander verbunden sind. Die Autoren konnten Thymin- 
| pentosediphosphorsiure und Cytosinpentosediphosphorsiure als 


4basische Bariumsalze isolieren. Jones, der bei der Depolymeri- 
sierung der Hefenucleinsiure mit Pankreasnuclease die merkliche 


| Acidititsvermehrung in der Digestionsmischung nicht aufkliren 


konnte, behauptet, daB in der Nucleinsiure mindestens eine iither- 
artige Bindung vorhanden sein muf. Das Mononucleotid ist be- 
kanntlich eine 2basische Siiure, es bildet mit Brucin, Barium 
uud Ammoniak 2 basische Salze. 

Bei der alkalimetrischen Titration gegen Phenolphthalein 
verhalt es sich neutral, gegen Methylorange einbasisch. Die aro- 
matische Hydroxylgruppe von Guanin reagiert gegen Phenol- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXII. 16 
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phthalein neutral, nicht sauer (Guanosin ebenso). Das tertiiir. 
Natriumsalz der Guanylsdure reagiert gegen Lackmus und Phenol. 
phthalein stark alkalisch. Der Siurecharakter des Guanins, Thymins 
und Uracyls ist sehr schwach (pg = etwa9—10). Die aus Thymo. 
nucleinsaure isolierten Mononucleotide (Adenin-, Guanin-, Thymin. 
und Cytosinnucleotid) bilden 2 basische Salze. 


Nach dem oben Gesagten kann die einfache Nucleinsiure — 
gegen Phenolphthalein als Indicator — sich wie eine 2 basische Siure 
verhalten. Wenn alle Bindungen zwischen den 4 Mononucleotiden 
itherartig wiren, miBte die Nucleinsiure 8 titrierbare Siure. 
gruppen haben. Eine solche Strukturfurmel aufzustellen wird 
jedoch unméglich, wenn man bedenkt, daB bei der Depolymeri- 
sierung des Nucleinsiuremolekiils die Aciditit recht betriachtlich 
zunimmt und da8 Thyminpentosediphosphorsiure und Cytosin- 
pentosediphosphorsdure von Levene und Thannhauser aus 
tierischer Nucleinsiure dargestellt wurden. Zweifellos sind Phos. 
phorsiureesterbindungen im Nucleinsiuremolekiil vorhanden, die 
Zahl solcher Bindungen steht aber noch nicht fest. Nach Levene 
sind es 3, nach Jones nur 2. 


Levene hoffte die Struktur der Nucleinsiure mit Hilfe der 
elektrometrischen Titration aufkliren zu kénnen. Nach seiner 
Formel soll die Nucleinsiure nur eine sekundire Phosphorsiure- 
gruppe (die 2. Dissuziationsstufe) haben, die elektrometrisch titrier- 
bar ist. Diese Voraussetzung glaubt Levene bei Hefenuclein- 
siure experimentell bestitigen zu kénnen, nicht aber bei tierischer 
Nucleinsiure. Uns erscheint seine Theorie nicht unbedingt be- 
wiesen, denn Hefenucleinsiure hat ein hohes Molekulargewicht, 
ist amorph und enthalt stets unkontrollierbare Mengen fremder 
Aschenbestandteile. Die Isolierung der freien Siiure ist AuBerst 
schwierig, da sich das Natrium schlecht entfernen laBt. Die bei 
der empfindlichen Elektrotitration gewonnenen Daten sind daher 
bei der Nucleinsiure nicht in dem MaBe auszunutzen, wie bei 
krystallisierten Kérpern (Nucleotiden und Nucleosiden). 


Aus diesem Grunde wihlten wir andere Methoden. Es wurde 
versucht, die Hefenucleinsiure auf chemischem Wege vollstindig 
zu depolymerisieren. Ihre Empfindlichkeit gegen Alkali ist be- 
kannt. Zunichst stellten wir die Bedingungen fest, unter denen 
die Hefenucleinsiure vollstiindig zu 4 Monouucleotiden aufgespalten 
wird, aber weder Desaminierung noch Dephosphorylierung statt- 
findet. 
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Der Verbrauch der zugesetzten Lauge zeigt an, daB bei der 
Depolymerisierung die veresterte Phosphorsiuregruppe frei, d. h. 
die Esterbindung zwischen Phosphorsiure und Zucker gelést wird. 
Aus der Menge der Nucleinséure und des verbrauchten Alkali 


kann man nun die Anzahl der Esterbindungen berechnen; nach 


unserer Untersuchung sind es 4. Da die Hefenucleinsiure aus 


-4Mononucleotiden besteht und mit Barium ein 4basisches Salz 
hildet, so ist ihre Struktur wie unter I anzunehmen. 


Die von uns verwendeten Hefenucleinsiuren von Merck und der 


| Firma Takeda erwiesen sich als natriumhaltig. Das Priiparat von Merck 
| enthielt 1,2°/, Na und wies einen Séuregrad auf, der 2,86 Aquivalenten 
| Wasserstoff entsprach. Gegen Phenolphthalein verhielten sie sich 4 basisch. 


Die quantitative Analyse ihrer Spaltprodukte zeigte, daB sie die angenom- 


mene Zusammensetzung auch wirklich besaBen. 


C,,Hy,N,,;P,0,, = 1285,68 Mol.-Gew. 
O=P—O—C,H,0,—C,H,N, 
| 





/ 
HO O 
| 
O—P—O—C,H,0,—C,H,N,0, 
sf | 
I HO O 
| 
O0—P—O—C,H,0,—C,H,N,O 


* Y 


\ HO O 
O | 
=P—O—C,H,0,—C,H,N,O 


\ r 
% i 





Man kann die bei der Depolymerisierung entstehende Aciditits- 


' yermehrung aus der folgenden Gleichung berechnen. 


n = Zahl der Esterbindungen (4), 

m = Molekulargewicht (1285,68), 

a = Prozent der Depolymerisierung (100 °/, bei der alkalischen 
Depolymerisierung), 

s = Menge der verbrauchten Substanz in g, 

b = Acidititsvermehrung in ccm Normalsiure. 


Bei der Thymonucleinsiure scheint die Formel von Levene 
richtig, da Levene und Thannhauser Cytosinpentosediphosphor- 


siure und Thyminpentosediphosphorsiure aus tierischer Nuclein- 
siure darstellten. AuBerdem wurden von Klein und Thann- 


16* 
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hauser Adeninnucleotid und Guaninnucleotid aus Thymonuclejp. 
siure dargestellt. So ist zweifellos auch Thymonucleinsiure ays 
4 Mononucleotiden aufgebaut und die Bindung der einzelney 
Mononucleotide im Nucleinsiuremolekiil esterartig. Nach der 
Leveneschen Formel miiBte die Thymonucleinsiure 5 basisc) 
sein. Die Analyse der Natrium-, Kupfer- und Farbstofisalye 
weist jedoch auf eine 4basische Saiure hin. Demnach kann dic 
Formel von Levene nicht richtig sein. Die Unstimmigkeit ver. 
schwindet aber, wenn man die Formel wie bei der Hefenucleip. 
siure darstellt. 
C395H,.N,,;P,0., = 1235,70 Mol.-Gew. 
O=P—O—C,H,O—C,H.N, 
¥ | 








HO O 
| 
—P—O—C,H,0—C,H,N,0, 
eG | 
lil HO O 
| 
| 0=P—O—C,H,O—C,H,N,0 
\ 7 | 
4 HO O 
" | 
\ <P -0-C,H,0—C,H.N,O 


% HO 4 

Man kann die bei der Depolymerisierung entstehende Aciditiits- 
zunahme analog der Gleichung II berechnen, nur ist fiir m bei 
der Thymonucleinsdéure 1235,70 zu setzen. 

Wenn diese Formel richtig ist, dann muB die Zahl der 
Esterbindungen zwischen den Mononucleotiden 4 sein. Da aber 
die Depolymerisierung der Thymonucleinsiure ohne Zerstérung 
der Mononucleotide auf chemischem Wege noch nicht méglich 
ist, haben wir die Fermentmethode angewendet. Wir benutzten 
Nuclease aus Kaninchendarm, die nicht nur Polynucleotidase, 
sondern auch Nucleophosphatase und eine geringe Menge Nucleo- 
sidase und Nucleodesamidase enthilt. Es muB hier erwihnt 
werden, daB bei fermentativer Dephosphorylierung der Mono- 
nucleotide keine gegen Phenolphthalein titrierbare Aciditiits- 
zunahme erfolgt. Auch die Hefenucleinsiure, die vorher mit 
Natronlauge vollstiindig depolymerisiert wird, zeigt bei der fermen- 
tativen Spaltung keine Acidititsvermehrung (gegen Phenolphthalein). 
Daraus ergibt sich, da® die durch Depolymerisierung erzeuste 
Acidititsvermehrung garnicht durch Dephosphorylierung zustande 
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kommt. Bei dem von uns gebrauchten Ferment ist die Wirkung 
| der Polynucleotidase schwach und der Grad der Depolymerisierung 


erweist sich bei der Hefenucleinsidure fast gleich dem der Dephos- 
phorylierung. Auch Nucleodesamidase beeinfluft kaum die Aciditat 
des Digestionsgemisches, ihre Wirkung ist bei unserer Nuclease 


| in merklicher Weise abgeschwicht. 


Da die aus der Thymonucleinsiure dargestellten Mono- 


nucleotide aiuBerst labil sind (Klein und Thannhauser), so ist 
auch bei der fermentativen Spaltung der Thymonucleinsiure, wie 
der Hefenucleinsiure, der Grad der Depolymerisierung im wesent- 


lichen gleich dem der Dephosphorylierung anzunehmen. (Prozent 
der Depolymerisierung a’ = Prozent der Phosphorabspaltung.) 
Die Zahl der Esterbindungen der Thymonucleinsiure wiirde aus 
der Aciditaétsvermehrung des Digestionsgemisches, der Menge des 
Substrats und den Prozenten der Dephosphorylierung zu er- 
rechnen sein. 


Versuchsteil. 


Hefenucleinsiure. a) Von Merck bezogene: 


0,4160 g Subst. verbrauchten 36,9 cem '/,.-Normalsiiure = 12,42°/, N. — 
0,3244 g Subst. lieferten 0,1964 g MgNH,PO,-6H,O = 7,65°/, P (Phosphor- 
bestimmung nach Jones). 


Fiir C,,H,,N,,O.,P4 Ber. P:N = 1:1,69 Gef. P:N = 1: 1,62. 


Das Natrium scheint sich bei der Darstellung der freien Nucleinsiure 
ungemein schwierig entfernen zu lassen. Man kann annehmen, daB Handels- 


- nucleinséuren, auch wenn sie saure Eigenschaften besitzen, als Salze vor- 


liegen. Daher enthalt Hefenucleinsiiure von Merck Natrium. 
1,0102 g Subst. (lufttrocken): 0,0316 g NaCl = 1,23°/, Na. 
Gef. P:Na=1:0,16. 


Fiir 1 Mol also schon 0,87 Aquivalente Na. 


2,7314 g Subst. (lufttrocken) (= 2,0769 g wasserfrei) wurden gegen 
Phenolphthalein mit n-Natronlauge titriert. Verbrauch: 4,62 ccm n-NaOH, 
entsprechend 2,86 Aquivalenten Wasserstoff (Siuregruppe). 


Na + H = 0,87 + 2,86 = 3,73. 
Die Hefenucleinsiure ist daher gegen Phenolphthalein 4 basisch. 


b) Titration der Spaltprodukte der Hefenucleinsiure mit 
Alkali (Indicator: Phenolphthalein). 0,1 g Adeninnucleotid aus Hefenuclein- 
siure in 10 eem Wasser verbrauchten 0,554 cem n-NaOQH. 


Fiir 2 Aquivalente Wasserstoff Ber. 0.547 ccm n-NaOH. 


0,1 g Guanosin aus Hefenucleinsiure in 10 ccm Wasser verbrauchte 
0,01 cem n-NaOH. — 0,1 g Phenol in 10 cem Wasser verbrauchte 0,01 ccm 
n-NaOH. 
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Guanosin und Phenol sind gegen Phenolphthalein neutral. 


c) Depolymerisierung der Hefenucleinsiure mit Natron. 
lauge. — 1. Isolierung der Mononucleotide. 50g Hefenucleinsiiure 
Merck mit n-Natronlauge neutralisiert, noch 248 cem n-NaOH zugesetzt, auf 
1480 ccm gebracht, bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 

Nach 24 Stunden gab das Hydrolysat weder mit H,SO, noch mit H¢| 
auch nur geringste Triibung (vollstiindige Depolymerisierung). 100 ccm de; 
Hydrolysats wurden 2 Stunden durchliiftet. Kein Ammoniak gefunden 
(keine Aminolyse). 

10cem des Hydrolysats wurden mit 10 cem 10°/, iger Trichloressig. 


siure versetzt, filtriert, nach dem Alkalisieren Ammoniak und Magnesiamixtur | 


zugefiigt. Es entstand ganz geringe Triibung (keine Dephosphorylierung), 
Aus dem ganzen Hydrolysat wurden in der iiblichen Weise Guanyl-, Adeny]., 
Cytosyl- und Uracylsiure isoliert und durch ihren N- und P-Gehalt iden. 
tifiziert. 


2. Bestimmung der Zahl der Esterbindungen (n). 2,7314 g 
lufttrockne Sdiure aus Hefe (= 2,0761 g wasserfrei, aus dem N-Gehalt be- 
rechnet) mit 4,62 cem n-NaOH gegen Phenolphthalein neutralisiert, noch 
13,38 ccm n-NaOH zugesetzt, mit Wasser auf 80cem gefiillt, 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur (26°) stehen gelassen. Das iiberschiissige Alkali mit 
n-H,SO, zuriicktitriert. 

Verbraucht 7,04 cem n-H,SO,. 

Bei der Depolymerisierung wurden also 6,34 ccm n-NaOH (ber. 6,45 ccm) 
verbraucht. Nach der Formel II berechnet » = 3,93, theoretisch = 4%). 


d) Fermentative Depolymerisierung der Hefenucleinsiure. 
1. 2,7314 g lufttrocken (2,0761 g wasserfrei) genau wie oben depolymerisiert, 
mit n-H,SO, genau gegen Phenolphthalein neutralisiert. Zu dieser Lésung 
wurden 35 cem neutralisierte Diinndarmfermentlésung, dargestellt nach der 
I. Mitteilung, zugesetzt, dann 72 Stunden lang bei 38° stehen gelassen. 
(Kontrolle: 35 cem neutralisierte Fermentlésung + 165 cem Wasser). 

Keine Acidititsvermehrung: Phosphorspaltung 23°/,. 

2. 2,7314 g lafttrocken (= 2,0761 g wasserfrei) mit n-NaOQH neutrali- 
siert, 35 cem neutralisierte Diinndarmfermentlésung, mit Wasser auf 200 ccm 
gefiillt. (Kontrolle: 35 ccm neutralisierte Fermentlésung + 165 ccm Wasser), 
72 Stunden bei 38°. 


Acidititsvermehrung durch Titration mit n-NaOH gegen Phenol- 
phthalein bestimmt. 

Acidititsvermehrung 1,24 ccm n-Siure = 19,1°/, d. Th. (6,46 cem n-Siure 
bei der vollstindigen Depolymerisierung). 

Der Dephosphorylierungsgrad wurde durch Ermittlung des Zuwachses 
an anorganischem Phosphat bestimmt. (Kigentliche Versuchs-Kontrolle) 
17,2°/, d. Th. 

Aus diesem Versuch kann man schlieBen, daB bei fermentativer Spal- 
tung mit unserer Fermentlésung die Depolymerisierung fast gleich der De- 
phosphorylierung ist. 





*) Hefenucleinsaures Natrium (Merck), Hefenucleinsiiure (Boehringef 
& Séhne), Hefenucleinsiure (Takeda) geben fast die gleichen Werte fir ®. 
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3. 2,421 g lufttrockenes, basisches, guanylsaures Natrium mit HCl 


: neutralisiert, mit 20 ccm neutralisierter Darmfermentlésung versetzt, 72 Stun- 
. den bei 38° stehen gelassen. 


Dephosphorylierung 25°/,: Keine Acidititsvermehrung. 
Thymonucleinsiure (benutzt Natriumsalz von Kahlibaum). 


0,1739 g Subst. verbrauchten 16,0 ccm '/,, Normalsiure = 12,88°/, N. 


| — 0,4989 g Subst. lieferten 0,3260 MgNH,PO,-6H,O = 8,25°, P 
Fiir Na,C,,H,;N,;P,0., Ber. P:N = 1:1,69. Gef. P:N = 1:1,56 


1,2387 g Salz (=0,9384g wasserfreie Thymonucleinsiure C,,H,.N,;P,Og4; 


' berechnet aus dem N-Gehalt) in 50 cem Wasser gelést, mit n-NaOH genau 
 neutralisiert. Darin Gesamt-Natriumgehalt: Gef. 0,0697 g Na, ber. 0,0663 g 


Na, wenn Thymonucleinsiure vierbasisch angenommen wird. 
b) 1,2887 g Natriumsalz von Kahlbaum (= 0,9384 g  wasserfreie 


_ Thymonucleinsiure) genau neutralisiert, mit 15ccm neutralisierter Dinndarm- 


fermentlésung versetzt, mit Wasser auf 60 ccm aufgefiillt. (Kontrolle: 15 ccm 
neutralisierte Fermentlésung + 45 cem H,O). 72 Stunden bei 38°. 

Acidititsvermehrung 0,82 cem n-Siure; Dephosphorylierung 27°/. 

Da, wie oben erwihnt, der Dephosphorylierungsgrad fast gleich dem 
der Depolymerisierung anzunehmen ist, ist die Acidititsvermehrung infolge 
der Depolymerisierung 27°/, d. Th. (Theoretische Acidititsvermehrung bei 
vollstindiger Depolymerisierung ist 3,03 cem n-Siure, wenn die Zahl der 
Esterbindungen n = 4 ist.) 


27 ” 
3,03 x “= * 0,82 (cem n-Siure). 
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Uber die Konstitution des Bilirubins 
sowie die seiner Azofarbstoffe und die Gmelinsche Reaktion’, 
Von 
Hans Fischer und Hans Werner Haberland. 
Mit 12 Figuren im Text und auf TafelI und II. 


{Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Februar 1935.) 


Auf Grund der bisherigen Untersuchungen iiber den Gallen. 
farbstoff wurde diesem folgende Formel 








H,C—— CH=CH, H,C; S*) *) Ss (CH, H,C- ee CH=CH, 
| I | II | | 10 | | IV | 
HO = CH—__“\_ CH, —_—CH= =\_ 27-08 
N NH I NH N 


*) Hier und bei den spiiteren Formeln S = CH,CH,COOH. 


zuerteilt, die alle Befunde erklirte, mit Ausnahme des Nitrit- 
kérpers’) folgender Konstitution 
H,0C——-C-—_,CH 
nar é bin 
ae 
N O 

Bei dessen Bildung muBte dann primir ein dehydrierender Ring- 
schluB im Pyrrolkern 1V zum Furanring erfolgen. 

Bei der Hydrierung von Bilirubin zu Mesobilirubin mit Wasser- 
stoff und kolloidalem Palladium ist nun auffallend, daB die Wasser- 
stoffaufnahme anfangs sehr langsam vor sich geht, und dann 
plétzlich, meistens erst dann, wenn man frischen Katalysator 
zugibt, sehr schnell wiichst. Es lag deshalb nahe anzunehmen, 
daB sich die beiden ,,Vinyl“-Gruppen im Bilirubin der Hydrierung 
gegeniiber verschieden verhalten, daB also zuniichst die eine 
hydriert, und erst dann, wenn durch Zugabe von neuem Kata- 





*) 13. Mitteilung tiber synthetische Versuche iiber die Konstitution des 
Gallenfarbstoffes. 12. Mitteilung, vgl. H. Fischer u. G. Fries, Diese Z. 
231, 231 (1935). 

*) H. Fischer u. H. Rose, Diese Z. 91, 192 (1914); Hans Fischer, 
Z. Biol. 63, 178 (1914); Hans Fischer u. G. Niemann, Diese Z. 146, 
199 (1925). 
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lysator die Reaktionsgeschwindigkeit wieder erhéht wird, die 
gweite angegriffen wird. Hiermit riickt die Méglichkeit der Iso- 
lierung einer Zwischenstufe zwischen Bilirubin und Mesobilirubin 


'in den Vordergrund. Aus Bilirubin konnte in der Tat durch 


katalytische Hydrierung ein derartiger Kérper erhalten werden, 


als die Hydrierung abgebrochen wurde, sobald 1 Mol Wasserstoff 


yverbraucht war (Fig. 1). 

Das Reaktionsprodukt enthilt neben dem gewiinschten Pro- 
dukt noch unverindertes Bilirubin und teilweise auch Mesobili- 
rubin. Durch fraktionierte Krystallisation aus Pyridin erhalt man 
das ,,Dihydrobilirubin“ in Form ziegelroter Krystalle (Fig. 4). 

Die Gmelinsche Reaktion ist positiv. Auffallend ist, dab 
die Griinstufe auBerordentlich schnell durchlaufen wird. Mit 
Zinkacetat in Alkohol firbt sich die hellgelbe Chloroformlésung 
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Fig. 2. 


orangegelb ohne Fluorescenz und Spektrum. Nach Jodzusatz 
tritt Grinblaufiirbung mit Rotfluorescenz auf, wahrend Mesobili- 
rubin gelbgriine Farbung mit Rotfluorescenz gibt. Beide Liésungen 
besitzen 2 Absorptionsbanden. Das Spektrum der Lésung ist 
gegeniiber der des Mesobilirubins nach Rot verschoben. 

Der Schmelzpunkt liegt bei 315°, also genau so hoch wie 
der des Mesobilirubins. Beide geben jedoch deutliche Schmelz- 
punktsdepression. Die Mischung fiarbt sich auch schon viel friiher 
dunkel als die reinen Komponenten. 

Fiir die krystallographische Untersuchung sind wir Herrn Professor 
Steinmetz zu groBem Dank verpflichtet. Er fand: ,,Das Priiparat besteht 
aus kleinen, rhombenférmigen Krystallen (Fig. 2). Der Winkel zwischen 
den ebenen Begrenzungen betriigt 60°; die eine Kante ist stets etwas ge- 
bogen, der anderen laufen schmale Flichen, die nicht in der Ebene liegen, 
parallel. Das Ganze macht den Eindruck einer monoklinen Kombination 
von {010} mit {110} und {001}. Die Ausléschung auf {010} ist praktisch der 
Kombinationskante zu {110} parallel.“ 
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Mesobilirubin krystallisiert aus Pyridin in langen Prismen von hell. 
gelber Farbe (Fig. 5). Die Ausléschung ist zwar auch der Lingsrichtung 
der Krystalle parallel, aber die fiir das Hydrierungsprodukt des Bilirubing 
ziemlich charakteristischen Endflichen fehlen ganz. Aus Chloroform 
krystallisiert Mesobilirubin') in linglich-rhombisch umrissenen Blittchen 
mit einem Winkel von 49-—52°, wihrend der neue Kérper aus diesem 
Lésungsmittel keine fiir eine krystallographische Untersuchung geeigneten 


Krystalle liefert. 

Die totale Hydrierung des neuen Kérpers fiihrte unter Auf. 
nahme von etwa 3 Mol Wasserstoff zu Mesobilirubinogen, das 
durch seinen Schmelzpunkt, durch die Zinkacetatreaktion und 
durch die intensive Rotfarbung mit Ehrlichs Reagens identif.- 
ziert wurde, An der Hydrierungskurve (Fig. 3) fallt ein starker 
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Knick auf, der nach Aufnahme von 1 Mol Wasserstoff beobachtet 
werden konnte. Hier ist die Stufe des Mesobilirubins erreicht?. 
Mesobilirubin konnte auch leicht isoliert werden, als die Hydrie- 
rung nach Aufnahme von 1 Mol Wasserstoff abgebrochen wurde. 
Mesobilirubin ist durch rein gelbe Farbe ausgezeichnet und 
krystallisiert aus Pyridin in langen Nadeln oder Prismen. 
Unterwirft man Bilirubin dem oxydativen Abbau’*), so erhilt 
man nur saure Spaltprodukte, nimlich die Haimatinsiure. Meso- 
bilirubin gibt neben Himatinsiiure als wesentlichsten Bestandteil 
Methylithylmaleinimid*). Mesobilirubin und das Halbhydrierungs- 
produkt des Bilirubins wurden nun vergleichsweise oxydativ ab- 
gebaut. Die Ausbeute an Methylithylmaleinimid betrug bei Meso- 
bilirubin 81,5°/, d. Th. Der andere Kérper ergab nur 34,2°/, 
d. Th., also etwas weniger als die Hilfte. Nach diesen Befunden 





) Hans Fischer u. Fritz Reindel, Diese Z. 127, 307 (1928). 

*) Vgl. H. Fischer u. G. Niemann, Diese Z. 137, 295 (1924). 

*) Hans Fischer u. P. Meyer, Diese Z. 75, 349 (1911). 

‘) Hans Fischer u. G. Niemann, Diese Z. 146, 207 (1925); 127, 
327 (1923). 
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kommen fiir den neuen Kérper nur noch die beiden folgenden 
Formeln in Frage, zwischen denen durch die Resorcinschmelze 


entschieden wurde. 
H,0; —=—— CH= CH, H,C,;-——8*) *)S, CH, H,C—— C,H, 
I II | lll | | Iv } 




















= 
yy a... we: 
N NH I Nu 
H,C——C,H, H,C;——S*) )S;—CH, 4H,C=—CH-CH, 
| I ! G “Tn | Iv | 
HO-. == CH /- CH = 7-0H 


a 
N Ni e NH N 
Wir’) hatten beim Schmelzen von Mesobilirubin in siedendem 
Resorcin ein neues Spaltprodukt, die Neoxanthobilirubinsiure (V) 
erhalten, die spiiter”) als ein Gemisch von 2 isomeren Oxy-pyrro- 


' methenen, Neoxanthobilirubinsiiure (V) und Isoneoxanthobilirubin- 


siure wh erkannt. wurde. Reine Neoxanthobilirubinsiure schmilzt 


H,C= na H,C—s) *) 8 na H,C——C,H, 
| | | | 
HO +——co—— Ju HL D> CH==="_-0H 
N Vv NH NH VI N 


bei 245°, reine Isoneoxanthobilirubinsiiure bei 242°, die Mischung 
von beiden bei 226°. Hans Fischer und Richard Hess fanden 
fir ihre ,,analytische“ Neoxanthobilirubinsiure einen Schmelz- 
punkt von 229°. 

Die Halbhydrierungsstufe wurde nun ebenfalls der Resorcin- 
schmelze unterworfen. Hierbei war von vornherein bemerkenswert, 
daB nur die halbe Ausbeute erhalten wurde wie aus Mesobilirubin. 
Der Schmelzpunkt lag ohne Umkrystallisieren bei 240°. Hieraus 
geht also hervor, da8 diesem Resorcinabbauprodukt Formel V 
oder VI, und dem neuen Korper selbst entweder Formel III 
oder IV zukommen muf. Auf jeden Fall kann es sich weder 
bei dem Abbauprodukt, noch bei dem Bilirubinoid um ein Ge- 
misch von zwei isomeren Kérpern handeln. 

Welche Vinylgruppe des Bilirubins ist nun hydriert worden? 
Auf diese Frage gibt der Ester des durch Resorcinschmelze ge- 
wonnenen Abbauproduktes Auskunft. Synthetischer Neoxantho- 
bilirubinsiuremethylester schmilzt bei 174°, Isoneoxanthobilirubin- 
siuremethylester bei 205°. Der aus dem neuen Korper durch 
Abbau gewonnene Ester besitzt ohne besondere Reinigung einen 


11 H. Fischer u. R. HeB, Diese Z. 194, 194 (1931). 
2) Walter Siedel u. Hans Fischer, Diese Z. 214, 145 (1933). 
*) Vel. S. 236. 
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Schmelzpunkt von 197°. Es handelt sich also hierbei um dey 
Isoneoxanthobilirubinsiuremethylester. Hierfiir sprechen auBerder 
noch die Mischschmelzpunkte. Mit [soneoxanthobilirubinsiureeste, 
tritt keine, mit synthetischem Neoxanthobilirubinsiureester da- 
gegen deutliche Depression ein. 

Dem Halbhydrierungsprodukt des Bilirubins kommt 
also Formel III zu. Es ist somit eine 1’,8’- Dioxy-1,3,6, 7-tetra- 
methyl-8-ithyl-2-vinyl-dihydrobilin-4,5-dipropionsaure. 


Es hat sich als notwendig erwiesen, fiir die bilirubinoiden Kérper 
eine neue Nomenklatur einzufiihren, die ts weitgehender Ubereinstimmung 
mit der der Porphine steht. Als Grundtyp wird folgendes Geriist angenommen, 


1 2 8 4 5 = 6 7 8 
I | II | | I | IV 
eee iii aio ee” ee 
I . NH p N y N 
VII 


das mit Bilin bezeichnet wird. Die Pyrrolkerne werden, von links angefangen, 
mit I—IV, die # Substituenten mit 1—8, die a-C-Atome mit 1’—8’ und die 
Briickenkohlenstoffatome mit «, 8, y bezeichnet. Durch Hydrierung werden 
der Reihe nach die Stufen Dihydrobilin (z. B. Mesobilirubin) und Tetra- 
hydrobilin (z. B. Dihydromesobilirubin) durchlaufen. Das Endprodukt der 
Hydrierung ist das oe oder Hexahydrobilin bzw. Bilinogen: 














ee a | = | 
| 1] c U1 } IV 
a, CH, \e CH, a. CH, 
NH a NH 6 NH Y NH 
VIII 


Natiirliches Mesobilirubin ist hiernach eine 1’,8’- Dioxy-1, 3,6, 7-tetra- 
methy1-2, 8-diiéthyl-dihydrobilin-4, 5- hg. servis und Mesobilirubinogen 
eine 1’,8’- Dioxy-1, 3,6, 7- tetramethyl-2, 8-diaithylbilan-4, 5-dipropionsiiure. 

Die ungesittigten Bbtveniketten des Bilirubins kénnen also 
nicht in gleicher Weise formuliert werden. Bei Beriicksichtigung 
des Wasserstoffverbrauches bei der katalytischen Hydrierung und 
der Tatsache der Entstehung des Nitritkérpers (II) mu8 Bilirubin 
folgender Formel entsprechen, 


H,C——=CH=CH, H,C,-— SS” SCH, H,C—= CH, 


Hol J ——CH——— e=- ag _j—cH- L bie 4 H, 
N Yi IX NH N 


in der am Pyrrolkern IV die Vinylgruppe und die 8’ ett 
Hydroxylgruppe durch Isomerisation einen Dihydrofuranring ge- 
bildet haben. In dieser Formel muf der ungesittigte Rest am 
Pyrrolring I als offene Vinylgruppe angenommen werden, denn 
ein RingschluB zur Oxygruppe in 1’-Stellung ist aus sterischen 
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Grinden fuBerst unwahrscheinlich. Der Dihydrofuranring, an 
Pyrrolkern IV angegliedert, mu dann katalytisch sich leichter 
jffnen, als die Hydrierung der Vinylgruppe erfolgt. 

In der Cumaranreihe sind iihnliche Fille bekannt. So liBt sich das 


} Cumaran') in o-Athylphenol, das 5-Benzyleumaran®) in p-Benzyl-o-ithyl- 


phenol durch Reduktion iiberfiihren; allerdings kann die Reaktion nur mit 
Jodwasserstoff und Zink in alkoholischer Salzsiiure durchgefiihrt werden. 

Das Dihydrobilirubin wird selbstverstiindlich noch einer ein- 
gehenden Untersuchung unterzogen, insbesondere neben der 
Kupplungsreaktion die Anlagerung von Diazoessigester und Phenyl- 


' azid untersucht, mit denen Protoporphyrin glatt — entsprechend 


der Anwesenheit von 2 Vinylgruppen — doppelt reagiert*). Auch 
sonst verhalten sich diese Vinylgruppen anders als die des Bili- 
rubins, und hier miissen noch weitere Untersuchungen einsetzen. 


} Auch bei der Bromierung verhilt sich Bilirubin anders wie Proto- 


porphyrin und das auf synthetischem Wege dargestellte 1,3,5,8-Tetra- 
methyl-2,4-diithyl-7-vinylporphyrin*). Diese eindeutig durch Syn- 
these bewiesenen Vinylporphyrine werden unter Abspaltung der 
ungesiittigten Seitenkette in den entsprechenden Bromkorper iiber- 
gefiihrt, und man sollte erwarten, daB beim Bilirubin die Reaktion 
mindestens an einem Pyrrolkern analog verliefe. Dies war nicht 
der Fall. Nach vielen miihevollen Versuchen gelang es Herrn 
Dr. Kiirzinger zuerst ein krystallisiertes Brombilirubin zu er- 
halten, eine Untersuchung, die damals aus iiuBeren Griinden nicht 
weiter fortgesetzt werden konnte. Jetzt wurde die Gewinnung in 
groBem Mabstab durchgefiihrt, und der Bromkérper in sehr kleinen, 
an den Ecken abgestumpften Rhomben von dunkelgriiner bis 
blaugriiner Farbe mit goldenem Oberflichenglanz erhalten. Nach 
der EKlementaranalyse handelt es sich um ein Tetrabromglauko- 
bilinhydrobromid (X) oder um eine 2,8-Dibrom- 1’, 8’-dioxy- 
1,3,6, 7-tetramethy]-bilin-dihydrobromid-4, 5-dipropionsaure (XJ). 





CH,Br OH,Br 
| 
H,C-——-CHBr H,C,——S*) )S——CH, “a 
f || | 
HO. ——cH——\__ c=. -) —co—._ 08 
N NH xX NHBr N 


1) Baeyer u. Seuffert, Ber. chem. Ges. 34, 52 (1901); Stoermer 
u. Kippe, Ber. chem. Ges. 36, 3996, 4008 (1903); Marschalk, Ber. chem. 
Ges. 43, 1696 (1910). 

2) Marschalk, Ber. chem. Ges. 42, 4485 (1909); 45, 1695 (1910). 
3) Unveroffentlicht mit Herrn Medick. 
4) H. Fischer u. Erich Haarer, Diese Z. 229, 55 (1934). 
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H,C——=Br oe ‘SCH,  H,C——=Br 
| 
| a 9 ee | CH-— : 
XI 





—=\ 
NHBr NH 


N NHBr 


Die Entscheidung zwischen diesen beiden Formeln konnte durch oxy. 
dativen Abbau herbeigefiihrt werden. Aus X miiBte ein an der Athylgruppe 
bromiertes Methylithylmaleinimid, aus XI Bromcitraconimid entstehen, 
Beim vorsichtigen Abbau mit Chromsiiure wurde in auBerordentlich geringer 
Menge ein halogenhaltiges, wei8es Abbauprodukt erhalten. Nach dem 
Schmelzpunkt (etwa 180°) kénnte dieser Kérper Bromcitraconimid sein, 
Hiergegen wire mit Recht einzuwenden, daB z. B. 8,5,4’- Tribrom-4, 3’, 5’ -tri- 
methylpyrromethen') und Dibromdeuteroporphyrin®) in guter Ausbeute 
Bromcitraconimid geben. Bromcitraconimid ist auBerdem eine sehr hestiindige 
Verbindung, die sich im Vakuum ohne Zersetzung sublimieren liBt Die 
hier erhaltene Substanz sublimiert auBerordentlich langsam, wobei Zer. 
setzungsprodukte nie zu vermeiden sind. Ks ist also wahrscheinlich, 
daB hier ein bromiertes Methylithylmaleinimid entstanden ist. Wie er. 
haltene Menge reichte zum Mischschmelzpunkt mit Bromcitraconimid leider 


nicht aus. 

Zum Ziele fiihrte der Abbau nach vorheriger Reduktion mit 
Jodwasserstuff—EKisessig. Hier entstand Methylathylmaleinimid in 
guter Ausbeute, so daB also fiir das Bromierungsprodukt des 
Bilirubins Formel X bewiesen ist. Die Reaktion von Brom mit 
Bilirubin ist also so vur sich gegangen, daB neben Dehydrierung 
zum Bilintyp im Pyrrolkern I an die Vinylgruppe 1 Mol Brom 
sich addiert hat, wahrend in Pyrrolkern IV wahrscheinlich zunichst 
einfach substituierende Bromierung des Dihydrofuranringes erfolgt, 
der dann durch den gebildeten Bromwasserstoff hydrolytisch ge- 
spalten wird. Letztere Reaktion ist offenbar recht kompliziert. 


Versuche, aus Tetrabromglaukobilinhydrobromid gut krystalli- 
sierende Ester zu erhalten, miBlangen’). 


Bei der katalytischen Hydrierung des Methylesters entsteht 
schén krystallisiert in maBiger Ausbeute Glaukobilindimethylester. 
Die Wasserstoffaufnahme betrigt etwa 4 Mol. Brom ist also durch 
Wasserstoff ersetzt worden. AuBerdem ist die Doppelbindung der 
Seitenketten abgesittigt worden. Diese Reaktionen werden alle 
gut durch Formel X e:klirt. 

AuBer Formel X wire auch noch folgende Diketoformel zu 
diskutieren: 


') Hans Fischer u. Bruno Piitzer, Ber. chem. Ges. 61, 1070 (1928). 

?} Hans Fischer u. F. Lindner, Diese Z. 161 21 (1926). 

*) Niheres hieriiher und iiber andere Reaktionen vgl. Dissertation 
Haberland, Technische Hochschule Miinchen 1985. 











Br 


-OH 
sr 


h Oxy- 
ar uppe 
stehen, 
ringer 
1 dem 

sein, 
5’ - tri- 
sbeute 
indige 

Die 
| Zer- 
inlich, 
ie er. 
leider 


Uber die Konstitution des Bilirubins usw. 


CH,Br CH, Br 
] 
— me *) igi : H, 4, “i — HBr 
| | 
ee ee Sell Al fod a es 
a CH= ___ CH= “a 
NH NH XII Warr 


Dieser Formeltyp ist schon fiir die Blaustufe des Tiictine 
bilirubins?) aufgestellt und fiir das Glaukobilin?) bewiesen worden. 
Die Formel XII erklirt in der Tat zwanglos die Bildung des 
Monohydrobromids. Formel X mi8te Trihydrohalogenide bilden. 
Auch Glaukobilin und Dehydrobilirubin, sowie ihre Dimethylester*) 
bilden nur Monohydrochloride. Sie stehen also in vollkommener 
Analogie zum Tetrabromglaukobilin. ‘Tetrabromglaukobilinhydro- 
bromid ist nach der neuen Nomenklatur (vgl. S. 240) eine Dioxo- 


| 1,3,6,7-tetramethyl-2,8-dibromithyl-bilinhydrobromid - 4, 5 -dipro- 


plonsaure. 
Bemerkenswert ist nun noch die Art und Weise, wie die 


' Gmelinsche Reaktion des Tetrabromglaukobilins verliuft. Die 
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griinblaue Chloroformlésung farbt sich nach Zusatz von nitrit- 
haltiger Salpetersiure zunichst deutlich griin. Dann wird die 
Lisung wieder blau, dann violett usw. Die erste Phase, also die 
Umwandlung von Griinblau in Griin, kann auch mit konzentrierten 
Siuren (HCI, H,SO,, HBr) herbeigefiihrt werden. Der griine (XIII) 
und der blaue K6érper (XIV) miissen deshalb als Isomere auf- 
sefaBt werden, die leicht ineinander tibergehen kénnen. Wahr- 
scheinlich ist die Umwandlung von der blauen Phase in die griine 
von Salzbildung begleitet, denn nach der Isomerisation sind ja 


| wieder Pyrroleninmolekiile hierfiir frei. 


Setzt man nun zu der so dargestellten griinen Chloroform- 
lisung Gmelins Reagens, so wird die Lésung wieder blau, dann 
violett usw. Diese Uberfithrung von Griin in Blau mu8 daher 
als Oxydation aufgefaBt werden, da sie nur mit Oxydationsmitteln — 
auch Bromdampf ist hierfiir aeviauek — bewirkt werden kann. 
Dieser blaue Kérper ist ebenfalls als Diketoverbindung (XV) zu 
formulieren, da Walter Siedel und Hans Fischer gezeigt haben, 
daB Mesobilirubindimethylather die Blaustufe der Gmelinschen 
Reaktion nicht gibt. 

Der Ubergang von Blau in Violett ist wieder als Isomerisation 
zu deuten. Dies geht aus Folgendem hervor: Die Blaustufe der 


1! Hans Fischer u. Erich Adler, Diese Z. 206, 187 (1932). 
2 Walter Siedel u. Hans Fischer, Diese Z. 214, 145 (1933). 
5) R. Lemberg, Biochemic. J. 28, 978 (1934). 
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Gmelinschen Reaktion kann man abfangen, wenn man die pif 
Gmelins Reagens versetzte Chloroformlésung in viel Wasseggpubi 
gieBt. Man erhilt so eine blaue Liésung, die sehr bestiindig jyfijub 


















mit Siuren aber nicht in Griin, sondern in Violett iibergeht. xy 
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Dieselben Versuche kénnen auch mit Glaukobilin durchgefiihri mit 
werden. Man kann so zwei verschiedene, blaugefarbte Lisungenf wd 
darstellen, die fiuBerlich nicht voneinander zu unterscheiden sind; Bes} 
die eine (XIV), die durch Auflésen von Glaukobilin in Methyl-F4.4 
alkohol—Chloroform erhalten wird, besitzt kein Spektrum, gehtfin2 
mit konzentrierter Schwefelsiure in Griin tiber und gibt mit Zink- fark 
acetat allein keine Fluorescenz und kein Spektrum; die andere (XV), Bar 
die man erhilt, wenn man die Gmelinsche Reaktion des Glauko-§ Dili 
bilins in der blauen Phase abstoppt, besitzt eine schwache Ab- 
sorptionsbande bei 490 uu, wird mit konzentrierten Siuren violett 
und gibt mit Zinkacetat intensive Blaurotfluorescenz mit charakte- 
ristischem, mehrbandigem Spektrum. JM 
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1 die ny; Beide Kérper kann man auch mit Bleidioxyd aus Mesobili- 
| Wassefpubin erhalten. Dieses Oxydationsmittel hat den Vorteil, daB es 
indig jyfuberordentlich langsam wirkt. Man kann daher jede beliebige 
geht. xydationsstufe leicht abfangen. Versetzt man eine Liésung von 
Nesobilirubin in Chloroform mit feuchtem Bleidioxyd, so wird 
die Lésung nach etwa 2—3 Stunden deutlich griin. Dieser griine 
Korper (XIII) ist nicht isolierbar. Er geht beim Aufarbeiten stets 
gelb [ijn einen blauen Kérper (XIV), der mit Glaukobilin identisch ist, 
iber. Auch bei Anwendung anderer Oxydationsmittel (Chinon, 
Methylat) kann aus den griinen Lésungen nur Glaukobilin isoliert 
werden. Schiittelt man das Mesobilirubin etwa 35 Stunden?) mit 
Hleidioxyd, so erhilt man eine violette Lésung (XVI), die mit 
griin fyerdiinnter Salzsiiure in eine blaue Lésung (XV) iiberfiihrt werden 
kann. Dieser blaue Koérper krystallisiert nicht und ist mit Glauko- 
Jilin nicht identisch, da er mit Zinkacetat die oben beschriebene 
‘luorescenzreaktion mit charakteristischem, spektroskopischem 
anes Befund liefert. Beim Verestern mit Methylalkohol—Chlorwasserstoft 
der blagird er wieder violett (XVI). 
Zusammenfassend ist also zu sagen, daB die Gmelinsche 
eaktion des Mesobilirubins (XIIa) die Stufe XIII (griin), XV (blau), 
XVI (violett) usw., die des Glaukobilins und Tetrabromglauko- 
hilins (XIV) ebenfalls die Stufen XIII, XV, XVI durchliuft. Nur 


tau Bs der Ubergang von Mesobilirubin in Formel XIII eine Oxy- 
dation, von Glaukobilin oder Tetrabromglaukobilin in XIII da- 
vegen eine Isomerisation. 
' Endlich haben wir uns mit der Kupplungsreaktion des Bili- 
‘olett vubins weiter beschiiftigt. Schon friiher hatten wir’) gefunden, 


aS nicht nur Bilirubin, sondern auch Mesobilirubin kupplungs- 
fihig ist, und daB bei der Kupplung von Xanthobilirubinsiure 
refiihrifuit Diazobenzolsulfonsiiure das Molekiil in Methylathylmaleinimid 
sungenpund in einen, in blauen Nadeln krystallisierenden Azofarbstoft 
n sind:Mgespalten wird. Da auch das 3-Oxy-5,2’,5’-trimethyl-1’-p-tolyl- 
lethyl-4.4’-dicarbathoxy-2,3’pyrromethen durch Benzoldiazoniumchlorid 
, geht fin 2,5-Dimethyl-1-p-tolyl-3-carbithoxy-4-pyrrol-aldehyd und in Azo- 
Zink-Piarbstoffe des 4-Oxy-2-methyl-3-carbithoxy-pyrrols zerlegt wird’), 
2(XV)Fvar es durchaus méglich, daB auch beim Bilirubin bzw. Meso- 
lauko-§ bilirubin die Spaltung des Molekiils eintreten wiirde; da das 


A ne 1) Vgl. Diese Z. 206, 204 (1932). 

awe 3) H. Fischer u. G. Niemann, Diese Z. 127, 322 (1923). 

rakte- ) H. Fischer u. E. Loy, Diese Z. 128, 68 (1923); Hans Fischer u. 
J.Miiller, Diese Z. 182, 102 (1924). 
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Mesobilirubin unsymmetrisch gebaut ist, war zu erwarten, daj 
bei der Kupplungsreaktion dann ein Gemisch der beiden folgende, 
Azofarbstoffe entstehen wiirde: 











H,C-—C,H, H,C—= ci ,CH,COOCH, 
Xv 
in an —CH=————-._ —-N=N—C,H, 
NHCl 
H.C, Tt H,C——+CH,CH,COOCH, 
XVII | | 
HO —CH-——*_'—N=N—C,H, 
NHCI 


Dieses en war schon aus dem analytischen Neoxantho. 
bilirubinsiuremethylester und Benzoldiazoniumchlorid erhalten 
worden!) (vgl. Formeln V und VI von S. 239). Damals war ein 
Schmelzpunkt von 193° beobachtet worden. 

Bei erneuter Darstellung des Mesobilirubin-dimethylester. 
azofarbstoffes wurde ein Schmelzpunkt von 185° festgestellt. Die 
Molekulargewichtsbestimmung stimmte mit der Theorie iiberein, 
und der Mischschmelzpunkt mit dem obigen analytischen Azo- 
farbstoff ergab keine Depression. Hiernach war die Aufspaltungs- 
theorie fuBerst wahrscheinlich, und zur definitiven Klairung der 
Sachlage wurden die reinen Azofarbstoffe obiger Konstitution 
dargestellt (siehe oben). Neoxanthobilirubinsiure sowie Mesobili- 
rubin XUTe@ (XIX) mufbten den Farbstoff XVII (Fig. 6 bzw. 7, 

















H, o— i ii H, att ‘SCH,  H,C, os 
HOW ti CH, L0H 
N XIX N 
nO Oh, sit a 8*) \S§— CH, 4,0—= pe 
HOW ~———-CH——\_}_CH, | ___OH OH 


N NH XX NH 
Mesobilirubin IIa (XV), sowie Isoneoxanthobilirubinsiiure Farb- 
stoff XVIII (Fig. 8 bzw. 9) geben. 

In der Tat wurden iibereinstimmende Farbstoffe erhalten, 
die auch beim Mischschmelzpunkt mit den Neoxanthosiureester- 
farbstoffen und den zugehérigen Mesobilirubinfarbstoffen keine 
Depression gaben. Die Krystallform der beiden war verschieden, 
wie wieder Herr Professor Steinmetz feststellte, und aus natiir- 
lichem Mesobilirubinester-azofarbstoff konnten beide Krystallformen 
erhalten werden. Hiernach unterliegt es keinem Zweifel, dab 





1) H. Fischer u. R. HeB, Diese Z. 194, 194 (1931). 
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n, dai # tatsiichlich bei der Kupplungsreaktion des Mesobilirubins eine 
gender MF Spaltung des Molekiils herbeigefiihrt wird, die wahrscheinlich 
' entsprechend folgendem Schema verliuft: 


mn ==cH- gre \ }—cu-——\_ on 
. 





: NH yon _ : ” 
Y Y 
a XXII . | ; 7 | XXIII 
| — ll I E 
-— col | —CH=—_ 7H | HOH,C-_!'—-cH——-\_ 0H 
NH N NH N 
halten | | 
Y 
- ¥ Selbstkondensation zum 
 Xxiv == bilirubinoiden Farbstoff 
lester | | | | 
t. Die HO —_cH-——__ 7 -N=N—C,H, 
berein, NH NHC 
Azo. && Primir tritt Hydrolyse ein zum freien Oxypyrromethen und zu 
tungs- / dem noch unbekannten Pyrromethen-alkohol, wobei die Spaltung 


1g der vatiirlich rechts und links von der Methylengruppe stattfinden 
itution (| kann, wodurch sich die Bildung des Azofarbstoffgemisches erklirt. 


sobili. # Der Alkohol konnte trotz vieler Bemiihungen nicht isoliert werden, 
zw. 7), wahrscheinlich geht er sofort unter Methylalkoholabspaltung in 
cu. (— cin Bilirubinoid tiber, da neben dem Azofarbstoff immer in geringer 
; Menge ein blaugriiner Kérper auftritt, der die Gmelinsche Reak- 
‘OH tion gibt und mit Zinkacetat und Jod das fir Bilirubinoide 
' charakteristische 3 bandige Spektrum zeigt. Die bisher dargestellte 

ly | Menge reichte zu einer niheren Identifizierung noch nicht aus. 
OH Die Spaltungsreaktion bilirubinoider K6rper durch Diazo- 
| verbindungen scheint eine fiir Bilirubinoide charakteristische 

Far. @ eaktion zu sein, wie sich dies ja bereits beim Mesobilirubin IIT @ 


und XIII@ gezeigt hatte. Auch Koprobilirubintetramethylester 
wird durch Benzoldiazoniumchlorid glatt aufgespalten zu einem 


a einheitlichen Azofarbstoff (Fig. 10), wobei primar wiederum das 
keine @ OXYPyrromethen entstehen mu8, das auch durch Resorcinschmelze 
wm aus Koprobilirubin erhalten wird. In der Tat kuppelt auch die 
abe. nach letzterer Methode erhaltene 5-Oxy-4, 3’-dimethyl-pyrromethen- 
—— 3,4’-dipropionsiiure zu einem mit obigem Farbstoff identischen 


dag @ 220k6rper (Fig. 11). Folgende Formeln erliutern die Vorginge 

| niher, wobei der Pfeil links die Resorcinschmelze anzeigt, die Pfeile 
rechts das Resultat der Kupplung mit Benzoldiazoniumchlorid: 

17* 
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Dieser Reaktionsmechanismus erkliirt auch gut die Tatsache, 


daB man stets quantitative Ausbeuten erhilt, wenn man von 


einem Oxypyrromethen, jedoch immer weniger als 50°/, d. Th, 


wenn man dagegen von einem Bilirubinoid ausgeht. 

Die in dieser Arbeit beschriebenen Azofarbstoffe wurden alle 
als Esterhydrochloride identifiziert. Die freien Siuren krystalli- 
sieren auch gut, sind aber schwerer zu handhaben, da beim Un- 
krystallisieren aus Methylalkohol und Salzsiure eine teilweise 
Veresterung nie zu vermeiden ist. Die freien Basen krystallisieren 
nicht. Sie sind in Lésung rot gefirbt, die Salze dagegen blau. 
Bei der Salzbildung findet also eine Farbvertiefung statt, die gut 
durch eine ,chinoide“ Struktur in folgendem Sinne erklirt wird: 





HO-\ }———_CH====—_-N—NH—C,H, 

NH NC! 
(Fiir das salzsaure Salz des Helianthins nimmt man _ bekanntlicl: 
eine iihnliche Formulierung an.) 

Die reduktive Spaltung der Azofarbstoffe, die mit den ver- 
schiedensten Reduktionsmitteln versucht wurde, fiihrte bisher zu 
keinem positiven Resultat. 


XXVIII 


Versuche. 


1’, 8’- Dioxy -1,3,6,7 - tetramethyl -8 -athy] - 2- vinyl - dihydrobilin. 
4,5-dipropionsaure (III). 2 g Bilirubin werden in 200 eem n/10-NaOH gelist, 
mit 3. ccm 1°/, iger Palladiumlésung versetzt und hydriert. Die Hydrierung 
wird abgebrochen, sobald die aufgenommene Wasserstoffmenge 1 Mol be- 
trigt. Dann wird mit verdiinnter Schwefelsiiure angesiiuert, der voluminése 
Niederschlag abfiltriert, kurz auf Ton getrocknet und noch feucht in heiBem 
Chloroform gelést. Die Chloroformlésung wird durch Filtrieren yom Kataly- 
sator getrennt und auf dem Wasserbad bis zur beginnenden Krystallisation 
eingeengt. Das auskrystallisierende Produkt ist im wesentlichen 1’,8’- Dioxy- 
1,3, 6, 7-tetramethyl-8-athyl-2-vinyl-dihydrobilin-4, 5-dipropionsiure, der etwas 
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| Bilirubin und Mesobilirubin beigemengt ist. Im Pyridin ist sie schwerer 


jjslich und kann deshalb leicht durch fraktionierte Krystallisation abgetrennt 
werden. Sie krystallisiert in Rhomben von ziegelroter Farbe. Ausbeute 
0,5-—0,7 g. Schmelzp. 315°. 

4,510 (0,015 mg Asche), 4,995 (0,015 mg Asche) mg Subst.: 11,190, 
12,430 mg CO,, 2,535, 2,855 mg H,O. — 3,170, 2,870 mg § Subst. : 0,276 (20°, 


| 712 mm), 0,245 (19, 712 mm) cem N,. 


(,,HgsN,O, (586) Ber. C 67,59 H 6,48 N 9,56 
Gef. ,, 67,89, 68,07  ,, 6,31, 6,42 ,, 9,50, 9,35. 


1’, 8’- - Dioxy - 1, 3,6, 7-tetramethy]-8-iithyl-2-vinyl-dihydrobilin-4, 5-dipro- 


pionsiiure ist in Chloroform, Pyridin, Eisessig, Benzol und Toluol mit gelber 


Farbe léslich. In Athylalkohol und Methylalkohol ist sie schwer léslich. 
Die Gmelinsche Reaktion ist positiv. Mit Zinkacetat firbt sich die gelbe 
Chloroformlésung orangegelb, ohne da8 Fluorescenz und Spektrum auftreten. 
Nach Jodzusatz tritt griinblaue Verfirbung mit Rotfluorescenz auf, wihrend 


| Mesobilirubin, in der gleichen Weise behandelt, gelbgriine Fiirbung mit Rot- 


fluorescenz gibt. 


Spektrum von 1’,8’- Dioxy-1,3,6,7-tetramethy]-8-ithyl-2-vinyl-dihydro- 
bilin-4,5-dipropionsiiure mit Zinkacetat und Jod. 

I. 656—623; II. 589,6—578,3. 

Spektrum von Mesobilirubin mit Zinkacetat und Jod. 

I. 646—609; II. 585,8—566,7. 

Totale Hydrierung von III. 100 mg des Dihydrobilins werden in 


10 eem n/10-Natronlauge gelést und mit 1 ccm einer 1°/, igen Lésung von 
kolloidalem Palladium der Hydrierung unterworfen. Die Hydrierung ist 


nach 41/, Stunden beendet. Die Wasserstoffaufnahme betriigt 15,8 cem 
20°, 710 mm). Die Wasserstoffaufnahme betrigt nach Reduktion auf Normal- 
verhiltnisse und Abzug des Blindwertes des Katalysators (1,1 cem) 12,5 ccm, 
das sind etwas mehr als 3 Mol. Das Reaktionsprodukt wird in der iiblichen 
Weise auf Mesobilirubinogen verarbeitet. Die Gmelinsche Reaktion ist 
negativ. Mit Ehrlichs Reagens erhilt man intensive Rotfirbung, mit Zink- 
acetat Urobilinreaktion (Absorption bei 520 uu), Schmelzp. 190°. 


Partielle Hydrierung von III. 100 mg des Dihydrobilins werden 
wie oben der katalytischen Hydrierung unterworfen. Die Hydrierung wird 
abgebrochen, sobald 1/, der bei der Totalhydrierung verbrauchten Menge 
Wasserstofft aniccumena sind. Das Reaktionsprodukt wird in der iiblichen 
Weise auf Mesobilirubin verarbeitet, das leicht an seiner reingelben Farbe 
und seiner Krystallform erkannt werden kann. Ausbeute 30mg. Schmelz- 
punkt 308 °. 


Oxydativer Abbau von IIL 10mg wurden mit 1 cem konzentrierter 
Salpetersiiure versetzt und iiber Nacht stehen gelassen. Dann wurde ohne 
zu verdiinnen mit Krystallsoda alkalisch gemacht und 10 mal ausgeiithert. 
Der Ather wurde getrocknet und eingedampit. Es hinterblieb Methylithyl- 
maleinimid, das durch Sublimation im Hochvakuum gereinigt wurde. 
Schmelzp. 60°. 

Zur Kontrolle wurden gleichzeitig 10 mg Mesobilirubin abgebaut. Die 
quantitative Bestimmung ergab folgende Werte: 
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Verbindung V V "Mesobilirubin 





Einwage — - % 10,380 mg 10,000 mg 
Methylithylmaleinimid — 1,680 ,, 3,855 ,, 
Theorie fiir 1 Mol. . . . 2,460 ,, 2,365 ,, 

es a 4,920 ,, 4,730 ,, 


Resorcinschmelze von III. 100 mg wurden nach der Vorschrift 
von Hans Fischer und Richard He8') durch Schmelzen in siedendem 
Resorcin gespalten. Das Reaktionsprodukt wurde in Wasser gegossen, ab- 
filtriert und nach dem Trocknen aus der Hiilse mit Chloroform extrahiert, 
Nach dem Abdampfen des Chloroforms wurde der Riickstand aus Methyl. 
alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 25 mg (aus 100 mg Mesobilirubin erhiit 
man 46 mg Neoxanthobilirubinsiure). Schmelzp. 240°. 

Die Siure wurde mit Diazomethan in Ather verestert. Schmelzp. 197° 
(Aus Mesobilirubin erhilt man, wenn man genau so arbeitet und nicht um. 
krystallisiert, einen Ester vom Schmelzp. 160—161°. Der Mischschmelzpunkt 
mit synthetischem Isoneoxanthubilirubinsiuremethylester (Schmelzp. 203 bis 
204°) lag bei 198°, mit synthetischem Neoxanthobilirubinsiuremethylester 
(Schmelzp. 170°) bei 161°. 


Tetrabromglaukobilinhydrobromid (X). 1g Bilirubin wird in 100cem 
Chloroform aufgeschlimmt, am Wasserbad zum Sieden erhitzt. Dann gibt 
man dazu unter gutem Umschwenken mit einem Mal 0.4 ccm Brom. Unter 
geringer Bromwasserstoffentwicklung geht das Bilirubin mit blaugriiner 
Farbe in Lésung. Gleichzeitig scheidet sich an den Winden eine dunkel- 
blaue Schmiere ab. Man erhitzt noch 1—2 Minuten auf dem Wasserbad und 
1iBt dann '/, Stunde stehen. Die iiberstehende, blaue Fliissigkeit, die nur 
geringe Mengen des Reaktionsproduktes enthilt, wird weggegossen, und der 
Riickstand in etwa 20 cem Aceton gelést, filtriert und unter Umschwenken 
in '/, Liter Ather gegossen. Es fiillt ein blaugriines, amorphes Pulver aus, 
das bis 300° nicht schmilzt. Ausbeute 0,8—1,4 g. Gmelin positiv’). 

Das Rohprodukt gibt beim Liegen an der Luft stindig Bromwasser- 
stoff ab. Beim T'rocknen im Vakuum erhilt man nie Gewichtskonstanz. Der 
Bromgehalt ist je nach Trockentemperatur verschieden: 


Bei 30°:5,475 mg Subst.: 4,690 mg AgBr Br 36,45 
» 60°:5,973 , wy 4,825 , yy yy 80,80 
» 80°:5.583 ,, i 4,055 % », 30,91 
» 100°:6,200 , «w (0,030 mg nates 9,700 mg CO,, 1,985 mg 
H,O. — 3,470 mg Subst.: 0,208 cem N, (22°, 717 mim). — 5,417 mg Subst.: 
2,330 mg AgBr. 
C 51,07 H429 N9,19 Br 18,30. 


Maly’) trocknete ebenfalls bei 100° und fand: 
C,;H,,Br,N,0, (821,1) Ber. C 48,23 H 4,06 N 6,82 Br 29,20 
Gef. ,, 47,83 ,, 4,16 ,, 7,4 4, 28,90. 


1) Diese Z. 194, 194 (1931). 

*) Bis hierher wurde die Vorschrift yon Herrn Dr. Kiirzinger aus- 
gearbeitet. 

*) Liebigs Ann. 181, 106 (1876). 
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0,5 g Rohprodukt werden in 5ccm Aceton in der Kilte gelést, die 


| Lésung filtriert, mit 2ccm Aceton nachgespiilt, mit Ather bis zur beginnenden 


Triibung und dann mit einem Tropfen 48°/, igem Bromwasserstoff versetzt. 
Von Zeit zu Zeit setzt man noch einige Tropfen Ather hinzu. Nach etwa 


' 2 Tagen hat sich an der GefaiBwandung eine griine, goldgelbschillernde 


Krystallmasse abgeschieden. Die Krystalle besitzen Wetzsteinform. Die 
Ausbeute ist sehr verschieden. Sie betrigt 20—65°/, des Ausgangsmaterials. 


Ein nochmaliges Umkrystallisieren gelingt nicht. Der krystallisierte Koérper 
ist in Aceton viel schwerer léslich als das Rohprodukt. Nimmt man gréBere 


Mengen Lésungsmittel, so ist man gezwungen, die Lésung einzuengen oder 


' aber das Lésungsmittel verdunsten zu lassen. In beiden Fiillen erfolgt 
 gribtenteils Zerstérung des Materials. Andere Lésungsmittel sind noch weniger 


geeignet. ‘Tetrabromglaukobilinhydrobromid muBte deshalb nach einmaligem 


' Umkrystallisieren zur Analyse gegeben werden. 


4,321, 4,612, 5,255 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 6,319, 6,820, 7,835 mg 
CO,, 1,610, 1,630, 1,840 mg H,O. — 2,785, 3,888, 3,905 mg Subst.: 0,147 
22°, 714 mm), 0,199 (23°, 717 mm), 0,206 (22°, 717 mm) cem N,. — 6,434, 


i 
\ 


5,160 mg Subst.: 5,670, 5,030 mg AgBr. 


 C,,1,,0,N,Br, Ber. C 40,96 H 3,53 N 6,59 Br 387,63 

C.,H,,O,N,Br, (984,9) - 5, 40,21 99 3,09 9, 0,69 5, 40,77 
Gef. ,, 40,72 ,, 4,17 ,, 5,74 ,, 37,50 
” ” 40,33 ” 3,95 an ae ” Sore 
» yy 40,66 4, 8,92 ,, 5,50 ,, 37,16 
” ; ~~ ” 5,68 ” Ts, 


Veresterung von Tetrabromglaukobilinhydrobromid mit CH,0H 
+ HBr. 0,5 g Robprodukt werden in 20 cem gesittigtem Methylalkohol- 


- Bromwasserstoff kalt 12 Stunden stehen gelassen. Dann wird auf Soda 


und Eis gegossen, mit Chloroform versetzt und mit Wasser ausgewaschen. 
Die Sodaliésung bleibt vollstindig farblos. Die Chloroformlésung wird ge- 
trocknet und mit dem 4—6fachen Volumen Petroliither versetzt. Uber 
Nacht krystallisieren 0,14 g Ester in undeutlichen Krystallen aus. Um- 
krystallisieren aus Chloroform—Petrolither. Man erhilt blaugriine Prismen, 
die bei 160—180° undeutlich zusammensintern. 

4,710 (0,024 mg Asche), 5,040 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 8,725, 
9185 mg CO,, 2,020, 2,180 mg H,O. — 3,750 mg Subst.: 0,202 ecm Ny, 
(19°, 716 mm). — 3,075, 1,905 mg Subst.: 2,010, 1,190 mg AgBr. — 2,995, 
3,295 mg Subst.: 2,975, 2,757 mg AgJ. 

Gef. C5078 H482 N — Br 27,82 OCH, 12,68 

» 49,70 , 4,84 4, 5,93 »» 26,58 11,06. 

4,715 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 2,873 mg AgBr. — 4,950 mg Subst.: 
3,610 mg AgJ. 

Br 25,93 OCH, 9,64. 

5,483 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 10,560 mg CO,, 2,230 mg H,O. — 
3,295 mg Subst.: 0,205 ecem N, (24°, 718 mm). — 4,470 mg Subst.: 
1,875 mg AgBr. 

C 52,53 H4,55 N6,76 Br 17,85. 


Veresterung von Tetrabromglaukobilin mit Diazomethan. 0,5¢ 
Rohprodukt werden in 10 ccm Aceton gelést. Die Lésung ist von tief- 
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blauer Farbe. Hierzu gibt man eine iitherische Lésung von Diazometh,) 
aus 2 g Nitrosomethylharnstoff. Die Farbe der Liésung schligt sofort nac), 
Griin um. Nach 10 Minuten ist die Reaktion beendet. Die itherischo 
Lésung wird eingeengt, mit Chloroform aufgenommen und mit wenig Petro. 
iither versetzt. Der Ester flockt aus. Zur Analyse wurde nochmals ay; 
Chloroform-Petrolither umgefillt. Der Ester krystallisiert nicht und besity; 
keinen deutlichen Schmelzpunkt. 

4,370 mg Subst. (0,015 mg Asche) (bei 80° i. V. getr.): 8,600 mg CO,, 
1,920 mg H,O. — 3,465 mg Subst.: 0,207 cem Ny (20°, 717 mm). — 4,580 mz 
Subst.: 2,237 mg AgBr. — 5,535 mg Subst.: 3,245 mg AgJ. 

C,;H,,0,N,Br, (768,2) 
Ber. OC 54,57 H 4,74 N 7,29 Br 20,80 OCH, 8,07 
Gef. ,, 53,67 ,, 4,92 , 6,57 20,78 » = 


Oxydativer Abbau von Tetrabromglaukobilinhydrobromid. \\j; 
konzentrierter HNO, wurden nur Schmieren erhalten, aus denen auch durch 
Sublimation keine krystallisierten Produkte erhalten werden konnten. 

Dann wurde mit Chromsiiure abgebaut: 0,5 g Tetrabromglaukobilin 
hydrobromid wurden in 30 cem konzentrierter H,SO, gelést und in 70 cem 
Wasser eingegossen. Nach dem Erkalten wurde eine konzentrierte Lisung 
von 1,2 g Chromsiure allmihlich und unter Kiihlung zugesetzt. Die Liésung 
wurde dann 3 Tage stehen gelassen und 10 mal ausgeiithert. Dem Ather 
wurden die sauren Bestandteile mit Soda entzogen. Der Ather wurde dan 
gewaschen, getrocknet und eingedampft und der Riickstand im Vakuun 
sublimiert. Die Ausbeute war iuBerst gering. Schmelzpunkt etwa 180°. 

Jodwasserstoffreduktion von Tetrabromglaukobilinhydrobromid 
mit darauffolgendem oxydativen Abbau. 0,4 g Rohprodukt wurden in 
10 cem Jodwasserstoff—Eisessig (1:1) gelést. Beim Erwirmen im Wasserbad 
fiirbte sich die anfangs griinblaue Lésung bald violett, darauf rotbraun. 
Nach 2 Stunden wurde mit Phosphoniumjodid entfirbt und die fast farblose 
Lésung im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in 
20 cem 30°/, iger Schwefelsiure aufgenommen und mit Bleidioxyd mehrere 
Stunden auf der Maschine geschiittelt. Dann wurde in der tiblichen Weise 
aufgearbeitet. Aus der basischen Fraktion konnte Methylithylmaleinimid 
isoliert werden, das durch Sublimation zwischen Ubhrgliisern gereinigi 
und an seinem jodoformartigen Geruch sofort erkannt wurde. Ausbeute 
50 mg d.s. 45°/, d. Th. Schmelzp. 67°. Mit Methylithylmaleinimid (Schmnelz- 
punkt 68°) keine Depression. Die saure Fraktion konnte bisher nicht 
krystallisiert erhalten werden. 

Reduktion von Tetrabromglaukobilinhydrobromid mit NaHg. 
0,1 g Rohprodukt wurde in 5 cem n/10-Natronlauge gelést. Die Lésung 
war von schmutzigvioletter Farbe. Die Lésung wurde dann mit 4 g 3°/, igem 
Amalgam so lange auf der Maschine geschiittelt, bis Farblosigkeit ein- 
getreten war. Dann wurde in der gleichen Weise wie bei der Darstellung 
von Mesobilirubinogen aufgearbeitet. Das so erhaltene Produkt war noch 
bromhaltig, krystallisierte nicht und gab mit Ehrlichs Reagens intensive 
Rotfirbung. Mit Zinkacetat in Alkohol wurde Fluorescenz mit Urobilin- 
streifen bei 520—505 uu erhalten. 

Wird das Hydrierungsprodukt sofort mit Chromsiiure in 30°, iger 
Schwefelsiiure aufoxydiert, so erhilt man in geringer Ausbeute einen in 
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Blittchen oder gréBeren Krystalldrusen krystallisierenden Kérper vom 
Schmelzp. 160—165°. 


Katalytische Hydrierung des Esters. 0,35 ¢ aus der freien Siure 
mit Bromwasserstoff und Methylalkohol dargestellter Ester wurden in 
35 cem Methylalkohol gelést und mit 2 cem 1°/, iger kolloidaler Palladium- 
lisung versetzt. Die dunkelgriine Lésung wird bei der Hydrierung bald 
velbgriin. Die aufgenommene Menge Wasserstoff betrigt nach Reduktion 
auf Normalverhaltnisse 30,4 ecm, d.s. etwa 4 Mol. Die Lésung wird dann 
durch Filtration vom Katalysator getrennt, und die Hauptmenge des Farb- 
stoffes durch Zugabe von Ather ausgeflockt. Die Flocken werden aus 
Chloroform—Petrolither umkrystallisiert. Die Krystalle sintern bei 190—200 ° 
unter Schwarzfarbung zusammen, um bei 310° vollstindig zu schmelzen. 
Nach mehrmaligem Umkrystallisieren erhilt man schrig abgeschnittene 
Prismen. Schmelzp. 210°. 

Zinksalz des Tetrabromglaukobilinhydrobromids. Krystallisiertes 
Tetrabromglaukobilinhydrobromid wurde in Methylalkohol gelést und mit 
Zinkstaub mehrere Stunden am RiickfluB gekocht. Die alkoholische Lésung 
zeigte jetzt griinrote Fluorescenz mit Spektrum: 

I. 656,8— 630,55 IT. 522,1—512,2. 

648,7 517,1 

Reihenfolge der Intensitiiten: I, LI. 








Auch beim Versetzen einer alkoholischen Lésung von Tetrabromglauko- 
bilin mit Zinkacetat erhilt man ein stark fluorescierendes Zinksalz mit 
Spektrum: 

I. 648,1—626,7; LL. etwa 580; III. etwa 510. 

Reihenfolge der Intensititen: I, IH, III. 

Andere Bilirubinoide (Bilirubin, Mesobilirubin, Glaukobilin) geben 
diese Reaktion erst nach Zugabe von etwas Jod. 


Die Stufen der Gmelinschen Reaktion des Tetrabromglauko- 
bilins. Tetrabromglaukobilin besitzt in Methylalkohol—-Chloroform nur starke 
Endabsorption. Die Lésung ist von griinblauer Farbe. Mit konzentrierter 
H,SO,, HCl oder HBr geht die griinblaue Lésung in Griin iiber. Diese 
Lisung hat ebenfalls kein Spektrum. Die griinblaue und die griine Chloro- 
formlésung geben beide Gmelinsche Reaktion. Die Reaktion wurde durch 
EingieBen in viel Wasser abgebrochen, sobald die Lésung deutlich blau 
geworden war. Die blaue Lésung besitzt ein verschwommenes Spektrum: 


I. 605—etwa 580; II. etwa 490. 


Mit Zinkacetat erhilt man eine stark blaurot fluorescierende Lésung mit 
Spektrum. Mit konzentrierter Schwefelsiiure wird die blaue Lésung violett. 


Die Gmelinsche Reaktion des Glaukobilins. Die blaue Lésung 
von Glaukobilin in Chloroform wird mit konzentrierten Siiuren griin. Beide 
Lésungen besitzen nur Endabsorption und geben mit Zinkacetat keine 
Fluorescenz und kein Spektrum. Die blaue Lésung wird mit nitrithaltiger 
Salpetersiure zunichst griin, dann wieder blau. In diesem Stadium wurde 
durch EingieBen in Wasser die Reaktion abgebrochen. Diese blaue Lésung 
hesitzt zwei schwache Absorptionsbanden: 

I. 600; IT. 490. 
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Mit Zinkacetat tritt intensive blaurote Fluorescenz mit 3 bandigem 
Spektrum auf: 


I. 647—612; II. 578—566; III. 511. 


— ee 
629,5 572 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, I, III. 
Mit konzentrierter Schwefelsiiure wird die blaue Lésung violett. 


Glaukobilin aus Mesobilirubin mit Chinon. 0,5 g Mesobilirubiy 
wurden in 250 cem Methylalkohol suspendiert und mit 0,5 g frisch subli- 
miertem Chinon 10 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Dann wurde vom 
Ungelésten (reines Mesobilirubin!) abfiltriert, und die alkoholische Lésung 
auf dem Wasserbad bis zur beginnenden Krystallisation eingeengt. Aus. 
beute 100 mg. Schmelzp. 206° unter Zers. Die Gmelinsche Reaktion ist 
positiv. Mit Zinkacetat tritt nur Griinfiirbung ohne Spektrum auf, nach 
Zusatz von wenig Jod zuniichst Olivgriinfiirbung, dann aber bald blauviolette 
Verfirbung mit Rotfluorescenz und 3 bandigem Spektrum: 

I. 641—614; II. etwa 571; III. 521—498. 


— 


———_ 
627,5 509,5 
Reihenfolge der Intensitiiten: III, I, I. 


Glaukobilin aus Mesobilirubin mit Bleidioxyd. 0,1 g Mesobili- 
rubin wurde in 10 cem Chloroform gelést und mit 0.5 g feuchtem Blei- 
dioxyd auf der Maschine geschiittelt. Die Fliissigkeit farbte sich innerhall 
2 Stunden lebhaft griin. Jetzt wurde vom Bleidioxyd abfiltriert, die Chloro- 
formlésung eingeengt und mit Petrolither versetzt. Nach Stehen iiber Nacht 
erfolgte Krystallisation. Die Farbe der Lisung war inzwischen in Blau 
iibergegangen. Der blaue Ko6rper sintert bei 210—220° etwas zusammen 


und schmilzt bei 304° volistindig. Mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff 


wurde der Ester in Form schéner, liinglicher Prismen erhalten, die oft zu 
Rosetten zusammengelagert waren. Schmelzp. 216°. Mit Glaukobilinester 
keine Depression. 

Oxydation von Mesobilirubin mit PbO, bis zur Blaustufe’). 
0,1 g Mesobilirubin wurde mit 0,5 g feuchtem Bleidioxyd in Chloroform 
geschiittelt. Nach 18 Stunden war die Lésung violett. Die Lésung zeigt 
im Spektroskop einen schwachen Schatten bei 590—540 uu. Mit Zinkacetat 
trat intensive Griinrotfluorescenz mit scharfem Spektrum auf: 


I. 631—617; II. etwa 573; III. 527,6—499,1...475. 


624 513,3 

Reihenfolge der Intensititen: III, I, II. 

Die violette Lésung wird beim Durchschiitteln mit Salzsiure blau. 

Spektrum: I. 608—etwa 540; II. etwa 492. 

Krystallisationsversuche waren ergebnislos. 

Darstellung von Azofarbstoffen aus bilirubinoiden Korpern. 
0,1 g Esterhydrochlorid des ,,Bilirubinoids wurde in Chloroform gelést und 
vorsichtig mit Alkohol versetzt. Dann wurde 1 ccm einer Benzoldiazonium- 





1) Vgl. Hans Fischer, Herbert Baumgartner u. Richard HeB, 
Diese Z. 206, 204 (1933). 
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chloridlésung (1 cem = 25 mg Benzoldiazoniumchlorid) hinzugegeben. Die 
Kupplung trat sofort ein. Nach Stehen iiber Nacht wurde die Chloroform- 
jisung mehrmals mit Wasser ausgewaschen, filtriert und eingedampft. Der 
Riickstand wurde in wenig Methylalkohol aufgenommen und mit einem 
Tropfen konzentrierter HCl versetzt. Das Hydrochlorid krystallisierte 
sofort aus. 

Azofarbstoff aus MesobilirubinIX «-dimethylesterhydrochlorid [Gemisch 


| yon 5-Oxy-4,3’- dimethyl-3-ithyl-pyrromethen-hydrochlorid-4’- propionsiure- 


methylester-5’-azobenzol (XVIIa) und 5-Oxy-3,3’- dimethy]-4-iithyl-pyrro- 
methen-hydrochlorid-4’-propionsiuremethylester-5’-azobenzol (X VIILa)]. 

Aus Methylalkohol-Salzsiure rhombenférmige Krystalle oder Kimme. 
Schmelzp. 184—-185°. Ausbeute 60—70 mg. 

Die krystallographische Untersuchung von Herrn Professor Stein- 
metz ergab folgendes Resultat: ,,Die Umgrenzung der Krystiillchen ist nicht 
ganz einheitlich, daher kein fiir eine Identifizierung geeignetes Hilfsmittel. 
Dagegen ist die Ausléschungsschiefe gegen die Prismenkante praktisch 
dieselbe, wie an dem Literaturpriparat'). An jenem wurde sie gefunden 
zu 22—23°, an dem vorliegenden Priparat, das etwas schirfer ausgebildete 
Prismen zeigt, zu 20—22°. Die Identitit diirfte bei der identischen Dar- 
stellungsart damit sicher sein.“ 


4,510 mg Subst.: 10,360 mg CO,, 2,395 mg H,O. -— 5,755 mg Subst.: 
1,919 mg AgCl. 
C.,H,,N,O,Cl (442,5) 


Ber. C 62,34 H6,16 N 12,66 Cl 8,01 OCH, 7,00 
Gef. ,, 62,65 ,, 5,94 , — , 13,08) ,, 8,23, 7,62) ,, —, 6,68. 


Molekulargewichtsbestimmung nach der ebullioskopischen Methode in 
der Apparatur von E. Sucharda und B. Bobranski: 
0,0770 g Subst. erzeugten in 8,934 g Chloroform (A = 3,88) eine Siede- 
punktserhéhung von 0,077°. 
Mol.-Gew. Ber. 442,5 Gef. 434,3. 


Spektrum des Farbstoffes in Methylalkohol (rote Lésung): 
Unscharf 560—445; End-Abs. 410. 

Spektrum in Methylalkohol mit Salzsiure (violette Lésung): 
Unscharf 625—500; End-Abs. 415. 

Spektrum in Chloroform (blaue Lésung): 

Unscharf 610—514. 


Azofarbstoff aus Mesobilirubin XII «-esterhydrochlorid. [5-Oxy-4,3’- di- 
methyl-3-ithyl-pyrromethen-hydrochlorid - 4’- propionsiuremethylester-5’- azo- 
benzol (XVILa).] 

Aus Methylalkohol-Salzsiiure hellgriine, makroskopische Kimme. 
Schmelzp. 196—197° Ausbeute 50 mg. 

4,605 mg Subst.: 10,555 mg CO,, 2,485 mg H,O. — 3,415 mg Subst.: 
0,397 cem N, (22°, 718 mm). — 4,465 mg Subst.: 1,470 mg AgCl. 
C,,H,,N,O;,Cl (442,5) Ber. C 62,34 H 6,16 N 12,65 Cl 8,01 

Gef. ,, 62,51 ,, 5,92 ,, 12,71 ,, 8,15. 

Spektra wie oben. 


1) Hans Fischer u. G. Niemann, Diese Z. 137, 305 (1924). 
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Azofarbstoff aus Mesobilirubin Ill a-esterhydrochlorid. [5-Oxy-3,3’- qj. 
methyl-4-iithyl-pyrromethen-hydrochlorid - 4’- propionsiuremethylester-5’ - azo 
benzol (XVIITa).} 

Aus Methylalkohol—Chlorwasserstoff dunkelgriine Prismen, Schmel;. 
punkt 213°, Ausbeute 30 mg. 

4,600 mg Subst.: 10,595 mg CO,, 2,655 mg H,O. —- 4,060, 3,240 ing 
Subst.: 1,270, 1,015 mg AgCl. 

YosH,,N,O,Cl (442,5) Ber. C 62,34 H 6,16 N 12,65 Cl 8,01 
Gef. ,, 62,82 ,, 6,46 > 4,48, 1,75 

Spektra wie oben. 

Azofarbstoff aus Koprobilirubintetramethylesterdihydrochlorid. [5-Oxy. 
4,3’- dimethyl - pyrromethen - hydrochlorid - 3, 4’- dipropionsiiure-dimethyleste; 
5’-azobenzol (XXVIIa).] 

Aus Methylalkohol-Salzsiure kupferrote, quadratische Platten. Schmelz 
punkt 176°. Ausbeute 50 mg. 

4,855 mg Subst.: 10,675 mg CO,, 2,405 mg H,O. — 3,900 mg Subst.: 
0,403 cem N, (23°, 712 mm). — 5,895 mg Subst.: 1,718 mg AgCl. 
C,,;H,3N,O;,Cl (500,75) Ber. C 59,91 H 5,85 N 11,18 Cl 7,0s 

Gef. , 59,97 , 5,54 , 11,16 ,, 7,21. 


Molekulargewichtsbestimmung nach der ebullioskopischen Methode in 
der Apparatur von E. Sucharda und B. Bobranski: 

0,0292 g Subst. erzeugten in 7,9308 g Chloroform (AK = 3,88) eine Siede- 
punktserhéhung von 0,029°. 

Molgewicht: Ber. 500,75; gef. 492,6. 

Spektrum in Methylalkohol: 570 —430. 

Spektrum in Methylalkohol + HCl: 605—520; End-Abs. 415. 

Spektrum in Chloroform: 610—530. (Die Absorptionsbanden sind alle 
verwaschen.) 


Darstellung der Azofarbstoffe aus Oxymethenen. 0,1 ¢ Oxymethen- 
ester wurde in Methylalkohol gelést und mit 1 eem Benzoldiazoniumchlorid- 
lésung (1 cem = 25 mg Benzoldiazoniumchlorid) versetzt. Die Lésung firbte 
sich sofort violett. Nach Stehen iiber Nacht, evtl. nach vorherigem Einengen 
krystallisierte der Azofarbstoff als Hydrochlorid aus. 

Azofarbstoff aus ,,analytischem“ Neoxanthobilirubinsiiuremethylester. 
{[Gemisch von 5-Oxy-4, 3’- dimethyl-3-iithyl-pyrromethen-hydrochlorid-4’- pro- 
pionsiuremethylester-5’-azobenzol (XVII b) und 5-Oxy-3,3’-dimethy]-4-athy]- 
pyrromethen-hydrochlorid-4’-propionsiiuremethylester-5’-azobenzol (X VIIIb).. 

Aus Methylalkohol-Chlorwasserstoff griine Prismen und Kiimme. Aus- 
beute 100 mg. Schmelzp. 185°. Mit dem Hydrochlorid des Azofarbstoffes 
aus Mesobilirubin [X«-dimethylester (Schmelzp. 185°) keine Depression. Die 
krystallographische Untersuchung von Herrn Prof. Steinmetz lautet: ,,Auch 
hier handelt es sich um ein Haufwerk von prismatischen Krystallen, die 
Zuspitzungen an den Enden zeigen, die aber nicht so konstant sind, dat 
sie als ein sicheres Identifizierungsmittel benutzt werden kénnten. Die Aus- 
léschungsschiefen der linglichen Prismen betragen hier aber stets etwas 
mehr als 30°, ein Unterschied, der die Nichtidentitit mit dem vorigen 
Priparat (Azofarbstoff aus Mesobilirubin LX «-esterhydrochlorid) zu beweisen 
scheint, da es nicht wahrscheinlich ist, daB bei der gleichen Art des Um- 
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krystallisierens ein ganz anderer Krystallhabitus entstehen sollte, der den 
Unterschied der Ausléschung bedingte. Fiir die Charakteristik dieser 
Substanz sind kammférmige Zwillingsverwachsungen bezeichnend, wie 
sie in Fig. 12 skizziert sind. Diese wiirden sich fiir spitere Identifizie- 
rungen sehr eignen. Die gemessenen Ausliéschungen schwanken zwischen 
30 und 34° An den ,Kimmen‘ findet man bei dem Hauptbalken die- 
selbe Ausléschung wie an den Seiteniisten, doch ist die Orientierung der 


| beiden nicht identisch (vgl. Fig. 12). Die Winkel der Endkanten sind wegen 


Rundungen nur angenihert anzugeben. Die Angabe der Ausléschung be- 


| zieht sich jeweils auf die der starken Absorption. Der Dichroismus ist stark.“ 


3,145 mg Subst.: 1,748 mg AgJ. 
C,,H_,N,O,C1 (442,5) 
Ber. C 62,34 H6,16 N 12,65 C1801 OCH, 7,00 
Gef. 7 a ea ” 7,34 
” 9, 62,53 ') ” 6,20") ” 12,61 °) » 1,70') ” aris. 


Azofarbstoff aus Neoxanthobilirubinsiiuremethylester. [5-Oxy-4,3’- di- 


_ methyl-3-dithyl-pyrromethen-hydrochlorid - 4’- propionsiuremethylester-5'- azo- 
| benzol (XVIIb).] 


SE L325 





Fig. 12. 


Aus Methylalkohol-Salzsiiure kammférmige hellgriine Krystalle. Aus- 
heute 100 mg. Schmelzp. 188° Mit XVIIa keine Depression. 


5,110 mg Subst.: 11,715 mg CO,, 2,540 mg H,O. — 10,68 mg Subst.: 
i187 cem N, (20°, 726 mm). — 5,647 mg Subst.: 1,865 mg AgCl. 
Cy3Hy,N,O,Cl (442,5) Ber. C 62,34 H6,16 N 12,65 Cl 8,01 
Gef. ,, 62,52 ,, 5,56 ,, 12,37 ,, 8,17. 


Azofarbstoff aus Isoneoxanthobilirubinsiuremethylester. [5-Oxy-3,3’-di- 
wethyl-4-athyl-pyrromethen-hydrochlorid - 4’- propionsiuremethylester-5’-azo- 
benzol (XVIIIb).] 

Aus Methylalkohol-Salzsiiure dunkelgriine, lange Prismen. Ausbeute 
(00 mg. Schmelzp. 212°. Mit XVIIIa keine Depression. Mischschmelzpunkt 
init XVILa (Schmelzp. 196") bei 185°. 

5,285 mg Subst.: 12,145 mg CO,, 2,645 mg H,O. — 10,61 mg Subst.: 
1,180 cem N, (17°, 727 mm). — 4,741, 2,295 mg Subst.: 1,455, 0,732 mg AgCl. 
U,oH,,N,O,Cl (442,5) Ber. C 62,34 H 6,16 N 12,65 Cl 8,01 

Gef. ,, 62,67 , 5,60 ,, 12,52 ,, 7,59, 7,89. 

Die krystallographische Untersuchung der verschiedenen Azofarbstoffe, 
die wiederum Herr Prof. Steinmetz in liebenswirdiger Weise ausfiihrte, 
ergab Folgendes: ,,Die Priiparate XVIIa und XVIILb sind untereinander 


1) Hans Fischer u. Richard Hess, Diese Z. 194, 213 (1931). 
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identisch und bestehen aus mehr oder weniger langen, diinuen Prismen, 
die auf einem etwas breiter ausgebildeten Flichenpaar konstant eine zwischep 
19 und 22° betragende Ausléschungsschiefe aufweisen. Unter diesen Kry. 

stallen wurde nicht eine einzige Zwillingsverwachsung von der Art der jp 
den iibrigen Priparaten als ,Kiimme‘ bezeichneten gefunden. 

Zwillingsverwachsungen in der Art der friiher beschriebenen Kiimme 
zeigen Priparat XVIIa und XVIIb. Davon besteht XVIIb aus einem (Ge. 
misch von einfachen und verzwillingten, XVIIa nur aus verzwillingten 
Krystallen. Der Durchkreuzungswinkel der Kammbalken wurde gemessey 
zu 78—81°, gegeniiber der friiheren Messung') von 79—80°. Die zugehdrigen 
Ausléschungsschiefen schwanken zwischen 30 und 82°, gegeniiber dep 
friiher') angegebenen 32°, die schiefen Balkenendigungen zeigen wie an den 
friiheren Priparaten 40° ebenen Winkel. Damit ist an einer Identitit nicht 
zu zweifeln. 

Dieselben Zwillingsverwachsungen in Form der Kimme liegen auch 
in dem Priparat XVIla + XVIIIa vor. Der Durchkreuzungswinkel ist 
auch hier wieder um 80°, eine anfingliche Abweichung in dem Winkel der 
Ausléschungsschiefe konnte auf einen Lichtbrechungseffekt zuriickgefiihrt 
werden, der sofort verschwindet, wenn man die Bestimmung in O1 ausfiihrt, 
Der Grund hierfiir liegt in einer etwas anderen Querschnittsform, deren 
optische Wirkung eben durch das Ol ausgeschaltet wird. 

Somit kénnen also XVIIa und XVIIb, ferner auch XVIJa + XVIIla 
als identisch aufgefaBt werden.“ 

Azofarbstoff aus 5-Oxy-4,3’-dimethylpyrromethen-3, 4’- dipropionsiiure. 
dimethylester. [5-Oxy-4, 3’-dimethy]l-pyrromethen-hydrochlorid-3, 4’-dipropion- 
siiure-dimethylester-5’-azobenzol (XX VIIb)). 

Aus Methylalkohol-Salzsiure kupferrote, quadratische Platten, Aus- 
beute 100 mg. Schmelzp. 176°. Mit XXVIIa keine Depression. 

Die krystallographische Untersuchung von Herrn Professor Stein- 
metz besagt: ,Von den vorliegenden Priiparaten stehen fiir sich allein 
ohne Beziehung zu den iibrigen XXVIila und XXVIIb. Beide sind unter- 
einander identisch und zeigen indigoblaue, rechtwinkelig begrenzte Blittchen, 
die ein nicht sehr deutliches, dem optisch einachsiger Krystalle sehr nahe- 
stehendes Achsenbild im konvergenten Lichte zeigen, demnach tetragonal, 
wenigstens pseudotetragonal sein diirften.“ 


4,885 mg Subst.: 10,747 mg CO,, 2,470 mg H,O. — 3,391 mg Subst.: 
0,343 cem N, (20°, 721 mm). — 5,551, 2,995 »mg Subst.: 1,550, 0,845 mg AgCl. 
C,;H,gN,O;Cl (500,75) Ber. C 59,91 H 5,85 N 11,18 Cl 7,08 
» 11,08 ,, 6,91, 6,98. 


Gef. |, 60,00 ,, 5,66 
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Die fliichtigen Amine des menschlichen Harnes. 
Von 


Heinrich Léfler. 


(Aus dem I. Chemischen Laboratorium der Universitit in Wien.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Februar 1935.) 








Im Verlaufe der Untersuchungen von v. Wacek und Léffler’) 
iiber fliichtige Amine im Hinblick auf biologische Vorgiinge wurden 
auch Harne von Kranken verarbeitet; zur Kontrolle wurde nebenher 
auch Harn von Gesunden untersucht. Hierbei zeigte es sich, daB 
dieser neben Spuren von Trimethylamin ein Amin aufweist, das 
als Dimethylamin identifiziert wurde. Daf die Trimethylamin- 
menge stark schwankt, wurde bei manchen pathologischen Harnen 
festgestellt '). Andere fliichtige Amine konnten mit dem fiir obige 
Untersuchungen’) etwas abgeinderten Verfahren von Klein und 
Steiner®*) in der Mikrogaskammer nach Molisch in 0,06 ccm 
menschlichen Harnes nicht nachgewiesen werden. 


Bei Durchsicht des Schrifttums auf fliichtige Stickstoff basen im mensch- 
lichen Harn waren nur Angaben iiber Trimethylamin und Monomethylamin 
neben sehr viel Ammoniak zu finden. Trimethylamin wurde zum ersten 
Mal von Dessaignes‘) im Harn nachgewiesen. Es waren hierzu sehr 
groBe Mengen Harn notwendig. Serono und Percival®) glaubten Tri- 
methylamin quantitativ zu erfassen, indem sie es mit Diithyloxalat aus- 
schieden. Sie geben Tagesmengen von 0,617—1,770 g an. Wenige Jahre 
spiter konnte de Filippi®) einwandfrei die Unzulinglichkeit dieses Ver- 
fahrens an Hand vieler Versuche aufzeigen. Er fiihrte ein neues ein, bei 
dem die Chlorhydrate der primiren und sekundiiren Amine sowie des 
Ammoniaks durch Natriumhypobromit zersetzt werden, wihrend die der 
tertiiren unverindert bleiben. Die so erhaltenen Tagesmengen an Trimethy]- 
amin schwankten in einem Falle von 0,01652—0,07906 g (bedingt durch die 
Nahrung), in einem anderen fand er nur 0,00217 g. Ammoniakalische 
Girung des Harnes tiuscht leicht zu groBen Amingehalt vor [Takeda’)]. 
Erdmann®) durehliiftete Harn im Soda—Kochsalz-alkalischen Medium und 
stellte nach Abtrennung des Ammoniaks geruchsmibig kein Trimethylamin 
fest. Nach Kinoshita’) enthilt frischer Normalharn sehr geringe Mengen 
Trimethylamin (< 1 mg je 100 ccm), faulender Harn (auch bei Toluolzusatz) 
enthilt mehr Amin (3—6 mg je 100 ccm). Die Trimethylaminmenge, die wir’) 
fanden, entspricht sehr gut den Werten Kinoshitas (< '/, mg je 100 ccm). 

Auch Monomethylamin ist lange als Bestandteil des Normalharns 
bekannt, doch stets nur indirekt, sowohl nachgewiesen als auch be- 
stimmt. Schon Baumann und v. Mering") wiesen es mit der fiir primire 
Amine ebenso charakteristischen wie empfindlichen Isonitrilreaktion nach. 
Dieselbe Methode wandten Schiffer") und Folin’) an. Letzterer glaubte 
im Harn vor allem Typhuskranker auf diese Weise Monomethylamin zu 
finden, Bei manchen Harnen fillt nach van Eck‘) sowohl die Isonitril- 
reaktion als auch die Farbreaktion nach Rimini (Aceton und Natrium- 
nitroprussid) positiv aus, woraus dieser Verfasser auf die Anwesenheit von 
Monometbylamin schlieBt. Nach Kapeller-Adler und Krael"™) und Ka- 
peller-Adler und Toda") enthilt jeder Normalharn Monomethylamin, 
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und zwar in ziemlich groBen Mengen (z. B. 0,0824 g je Tag). Sie kommen 
zu dieser Ansicht, da sie keinen chloroformléslichen Anteil der aus dem 
Harn gewonnenen Aminchlorhydrate erhalten, Dimethylamin und Trimethy). 
amin also nicht in Betracht kommen kénnen (die Chlorhydrate beide; 
Amine sind in siedendem Chloroform léslich). Da aber die Farbreaktioy 
von T'salapatani"*) mit Chloranil, die auf alle Methylamine anspricht, auct 
hier positiv ausfallt, schlieBen sie auf die Anwesenheit von Monomethyl. 
amin. Zur quantitativen Erfassung des Amins wird der Methylimidgehal 
des Salzgemisches bestimmt. Diese Feststellungen stehen im Gegensatz 2, 
unseren friiheren Untersuchungen’), so da8 die Frage einer endgiiltiger 
Lésung bedurfte. 


Der mikrochemische Nachweis des Monomethylamins nebe; 
viel Ammoniak ist infolge der ihnlichen Kigenschaften beide 
Stoffe weniger empfindlich als der des Di- und Trimethylamins, 
Die Trennung nach Francois mit gelbem Quecksilberoxyd ist, 
wie Franzen und Schneider’) und auch Kohn?) zeigen konnten, 
nicht quantitativ, besonders wenn ein groBer UberschuB ay 
Ammoniak vorhanden ist. Bei groben Ammoniakmengen mut 
natiirlich auch in der Mikrogaskammer mit Quecksilberoxyd) 
iiberschichtet werden. Die Art, wie die Reaktionen in der Mikro. 
gaskammer ausgefiihrt werden, ist in der eingangs erwiihnten 
Verétfentlichung?) ausfiihrlich beschrieben. Den geringen Verlust 
von Monomethylamin mu8 man in Kauf nehmen. Die einwand- 
freie Erfassungsgrenze liegt in diesen ungiinstigen Fillen um 10,. 
Um also die Frage des Vorkommens von Monomethylamin im 
Harn einer Klarung zuzufiihren, wurde die im folgenden be- 
schriebene gemischt makro-mikrochemische Methode angewandt. 

200—250 ccm frischen Harns werden schwach sodaalkaliscli 
destilliert, bis etwa '/, tibergegangen ist. Es muB wegen des 
starken Schiumens des Harns sehr vorsichtig erhitzt werden. 
Von einem Zusatz von Oktylalkohol wurde abgesehen. Die 
iibergegangenen fliichtigen Basen werden in verdiinnter Salzsiure 
aufgefangen, die erhaltenen Chlorhydrate auf dem Wasserbade 
zur 'Trockne eingedampft und im Vakuumexsiccator vollends ge- 
trocknet. Hierauf werden die Chlorhydrate mit etwas Chloroform 
versetzt und zu einem einheitlichen Brei angerihrt. Dieser wird 
nun in einem Soxhletapparat mit Chloroform je nach der Salz- 
menge 15—20 Stunden extrahiert. Auf diese Weise brauchen 
die Chlorhydrate nicht mit Quarzsand!*) feiner verteilt zu werden: 
auch so lassen sich die Chlorhydrate des Ammoniaks und des 
Monomethylamins einerseits und des Di- und Trimethylamins 
anderseits praktisch quantitativ voneinander trennen. Der lés- 
liche Anteil (I) besteht in der Hauptsache aus Dimethylamin, wie 
die Untersuchungen in der Mikrogaskammer einwandfrei zeigten. 
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Die Dinitro-e-naphtholverbindung auf dem Deckglase erweist sich 
sowohl in den krystalloptischen Kigenschaften, wie Form, Farbe, 
Ausléschung, Dichroismus, als auch in der ,,Umlagerung“ und im 
Mikroschmelzpunkt als véllig identisch mit dem Dimethylamin- 
dinitro-g-naphtholat. Die Reaktionsprodukte der einzelnen Deck- 
gliser, die mit aliquoten Teilen der Fraktion (I) erhalten wurden, 
geben keine Isonitrilreaktion. Mit der Gesamtfraktion ([) laBt 
sich hingegen die Isonitrilreaktion positiv ausfiihren. Der Grund 
hierfir liegt in einer sehr geringen Chloroformléslichkeit des 
Monomethylaminchlorhydrats, wie Blindversuche mit dem reinen 
Chlorhydrat zeigten. Nur bei groBen Extraktmengen und Fehlen 
anderer Amine liB®t sich das in Lésung gegangene Mono- 
methylamin auch mikroskopisch erfassen. Der chloroform- 
unliésliche Anteil (II), der neben viel Ammoniak auch das Mono- 
methylamin enthalten miiBte, wurde anfangs sofort in der Mikro- 
gaskammer auf dieses Amin hin untersucht. Da aber das Ver- 
hiltnis Ammoniak zu Amin ein derart ungiinstiges ist, ist eine 
Anreicherung des Amins unbedingt notwendig. Diese wird 
folgendermafen erzielt. Die trocknen Chlorhydrate (II) werden 
in einem kleinen Birnenkolben unter RiickfluBkihlung mit wenig 
96°/,igem Alkohol 4—5 Stunden auf dem Wasserbade behandelt, 
wobei ein GroBteil des Ammonchlorids ungelést bleibt. Nach dem 
Erkalten wird der Alkohol vom Riickstand abgetrennt und ab- 
cedampft. Dieses nunmehr aminreichere Salzgemisch wird auf 
Monomethylamin gepriift. Mit einem aliquoten Teil wird auch 
die Isonitrilreaktion durchgefiihrt, welche den direkten Nachweis 
in der Mikrogaskammer an Empfindlichkeit noch ibertrifft, da 
gerade das Monomethylamin, wie oben erwihnt, in der Mikro- 
gaskammer nicht so leicht nachgewiesen werden kann. In Zweifels- 
fallen, wo man nicht mit Bestimmtheit die Anwesenheit von Mono- 
methylamin als Dinitro-«-naphtholat auf dem Deckglase feststellen 
kann, liBt sich noch mit dem Deckglasprodukt die Isonitrilreaktion 
ausfiihren. Bei manchen Normalharnen muB dieser indirekte Nach- 
weis nicht angewandt werden, da die Aminmengen etwas die Er- 
fassungsgrenze iiberschreiten und daher das Monomethylamin direkt 
im Deckglastropfen nachgewiesen werden kann. Um nun fest- 
zustellen, ob etwa bei der Aufarbeitung nennenswerte Monomethyl- 
aminmengen verloren gehen, wurden Versuche angestellt, bei denen 
frischer Normalharn in zwei gleiche Teile geteilt wurde. Zur einen 
Halfte wurden z. B. 100 y Monomethylaminchlorhydrat hinzugefiigt, 
die andere blieb in ihrer urspriinglichen Zusammensetzung unver- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXII. 18 
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‘indert. Sie wurden beide wie oben aufgearbeitet. Das Mono. 
methylamin laBt sich wiederfinden, und zwar in der gleichen GréBen. 
ordnung, was man einigermafen genau durch Abschitzen de; 
Menge im Deckglasprodukt feststellen kann, besonders wenn man 
Vergleichspriparate mit bekannten Mengen verwendet. 

Ks wurden Harne von sechs anscheinend gesunden Minner, 
zu verschiedenen Tageszeiten und unter verschiedenen Ernihrungs- 
verhiltnissen auf ihren Amingehalt untersucht. Dabei wurde 
bisher nie Monomethylaminmengen gefunden, die iiber 100 y je 
100 ccm hinausgingen, meist wesentlich weniger. Die Hauptmenge 
der fliichtigen Amine besteht somit aus Dimethylamin, und zwar 
annihernd zwischen 0,5 und 4mg je 100 ccm. Um die Ab- 
hiingigkeit der Aminmenge, vor allem die des Dimethylamins, 
von verschiedenen Faktoren zu priifen, sind quantitative Unter- 
suchungen im Gange. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf das Dimethyl. 
amin neben gréBeren Mengen Ammoniak den Hauptanteil der 
fliichtigen Stickstoffbasen im normalen Harn darstellt, das Tri- 
methylamin und das Monomethylamin hingegen von untergeord- 
neterer Bedeutung sind. 


Zum Schlusse méchte ich Herrn Doz. A. v. Wacek dafiir herzlich 
danken, daB er es mir erméglichte, vorliegende Untersuchungen durch- 
zufiihren. Auch danke ich bestens fiir seine wertvollen Ratschlige. 
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Untersuchungen an isolierten Zell- und Gewebebestandteilen. 


III. Mitteilung: Zerlegung der Schilddriise in Kolloid, Zellen 
und Kerne. 


Von 
M. Behrens. 
Mit 2 Figuren auf Tafel IIT. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit GieBen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Februar 1935.) 


Aus in vereistem Zustand (bei —15 bis —20°) getrockneten 
Schilddriisen lassen sich Kolloid, Zellen und Kerne nach dem 
friher geschilderten Verfahren’) getrennt gewinnen. Es liegen 
bereits Untersuchungen vor, bei denen eine T'rennung der nor- 
malen Schilddriise in Kolloid und Driisenzellen versucht wurde. 
Die Trennungsmethode besteht darin’), da8 man Gefrierschnitte 
der Schilddriise auf Ringerlésung schwimmen lift, in der Hoff- 
nung, daB nur das Kolloid in Lésung geht, wiihrend die Substanzen 
der Zellen zuriickbleiben. Diese Methode erscheint nicht sehr 
brauchbar, denn es ist anzunehmen, daf bei diesem Vorgehen 
auch die Zellen ausgelaugt werden. AuBerdem liefert sie natur- 
semiB nur geringe Mengen Kolloid. 

Bei der Trennung der Schilddriise nach dem spezifischen Gewicht 
konnten Erfahrungen gesammelt werden, die zu einer Verbesserung der 
Gewebetrennung fiihrten. Ofter war die Beobachtung gemacht worden, 
daB die verschiedenen Gewebeelemente in den verschiedenen organischen 
Fliissigkeiten verschiedenes spezifisches Gewicht zeigten. Wir hatten schon 
friiher die Vermutung ausgesprochen, daB dies durch den verschiedenen 
Lipoidgehalt der Teilchen bedingt sei (das eine Loésungsmittel labt mehr, 
das andere weniger von den spezifisch leichten Lipoiden in ihnen zuriick). 
Ist eine Trennung nach dem spezifischen Gewicht an sich unméglich, weil 
die spezifischen Gewichte der zu trennenden Gewebebestandteile sich iiber- 
schneiden, so kann jetzt eine Trennung nach dem verschiedenen Lipoid- 
gehalt versucht werden. Das Prinzip dabei ist folgendes: Das Gewebepulver 
wird zuerst mit Mischungen organischer Fliissigkeiten, die die Lipoide nach 
Méglichkeit zuriicklassen, in Fraktionen zerlegt. Dann werden diese Gewebe- 


1) Diese Z. 209, 59 (1932). 
*) A. L. Tatum, J. of biol. Chem. 42, 47 (1920). 
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pulverfraktionen, deren Teile gleiches spezifisches Gewicht haben, durch 
geeignete Extraktion méglichst von den Lipoiden befreit. Die lipoidreichey 
Gewebebestandteile, wie z. B. das ,,Protoplasma“, miissen nun spezifisch 
schwerer werden, weil sie des erleichternden Lipoids beraubt werden, 
wihrend die lipoidarmen Teile, wie z. B. das Kolloid, kaum eine Anderung 
ihres spezifischen Gewichts erfahren. Die Teilchen miissen sich also jetzt 
bei Behandlung mit geeigneten Fliissigkeiten bestimmten spezifischen Ge. 


wichts trennen. 

Es soll im folgenden die Gewinnung des Kolloids, der Zellen 
und der Kerne geschildert werden. AnschlieBend sollen die seit. 
herigen Ergebnisse der chemischen Untersuchung der getrennten 
Schilddriisenbestandteile mitgeteilt werden. 


Beschreibung der Trennung. 


In kirschgroBe Stiicke zerschnittene von Fett méglichst be- 
freite Schweineschilddriisen werden sofort nach dem Tod der 
Tiere in Kohlensiure—Ather gefroren und in der friiher geschil- 
derten Weise in vereistem Zustand getrocknet}). Etwa 200 ¢ 
Trockenschilddriise werden mit der Fleischmaschine und Exzelsior- 
miihle unter wiederholtem Absieben zerkleinert, bis fast alles ein 
Sieb von einer Maschenweite von 0,25 mm passiert hat. Durch 
Schlammen in Benzol wird die fiir die Trennung geeignete Pulver- 
eroéBe gewonnen. Zu diesem Zweck wird das Pulver in etwa 
5 Liter Benzol suspendiert und die Suspension fiir jeden Zenti- 
meter des Abstandes der Fliissigkeitsoberfliiche von der oberen 
Grenze des sich bildenden Bodensatzes 5 Minuten stehen gelassen. 
Das Benzol wird mit dem in Suspension gebliebenen abgehebert. 
Dies Schlammen wird mehrmals wiederholt. Der Schlimmriickstand 
wird zwischendurch, in Benzol suspendiert, in einer von uns kon- 
struierten Spezialmihle’) gemahlen. Um médglichst wenig Lipoide 
herauszulésen, wird zu allen Schlimmungen dasselbe Benzol, das 
durch lingeres Absitzenlassen oder durch Zentrifugieren von der 
Suspension befreit wird, benutzt. Es wird so lange gemahlen 
und geschlimmt, bis die mikroskopische Untersuchung des Riick- 
standes ergibt, da& es nur noch wenig Kolloid enthiilt. Alles 
abgeschlimmte Pulver wird schlieBlich in 700 ccm des Benzols 
vereinigt. Durch Zusatz von Tetrachlorkohlenstoff wird das spezi- 
fische Gewicht der Suspension auf 1,333—1,334 gebracht. Die 
Suspension wird 1 Stunde bei 4000 Touren zentrifugiert. Die 


!) Diese Z. 209, 61 (1932). 
*) R. Feulgen u. M. Behrens, Eine Miihle zur feinsten Vermahlung 


schwieriger (besonders pflanzlicher) Objekte, Diese Z. 231, 85 (1935). 
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aoe Bodensatze werden mit reinem Benzol herausgespiilt. Sie werden 
ezifisc, Me zur Kolloid- und Kerndarstellung benutzt. Das in Suspension 
rerden, # gebliebene dient zur Zelldarstellung. 
derung 
4 =. a) Kolloid- und Kerndarstellung. 
Die angefallenen Bodensiitze werden in einer Ather—Chloro- 
Zellen formsuspension (etwa 200 ccm) von einem spezifischen Gewicht, 
seit. ME das zwischen 1,350—1,355 liegt, zentrifugiert. Dabei geht die 
nnten Hauptmenge des Kolloids nach oben. Das in Suspension ge- 
bliebene und der oben gebildete feste Kuchen werden heraus- 
genommen, erneut in Suspension gebracht und zentrifugiert. Sollte 
die histologische Untersuchung noch keine geniigende Reinheit 
t be. E des Kolloids ergeben, so wird das Zentrifugieren mehrmals wieder- 
der holt, wobei man eventuell mehr an die untere Grenze der an- 
whil- gegebenen spezifischen Gewichte geht. Das nach Atherzusatz zu 
00 ¢ Boden zentrifugierte Kolloid wird an der Zentrifuge mehrmals mit 
sior. Ather gewaschen und zur Abtrennung bindegewebiger Bestandteile 
+ ein in Athersuspension durch Watte filtriert und schlieBlich abgenutscht. 
meek Ausbeute etwa 20 g Kolloid. 
Histologische Untersuchung. 
ac Bei der Anfertigung der histologischen Priparate ist zu beachten, daB 
das Kolloid wasserléslich ist. Wir fixieren Ausstrichpriiparate der Sus- 
Cre’ @ pensionen iiber der Flamme und nachtriglich noch in Sublimat. Nach der 
sen, Sublimatfixierung kommen die Priparate in der iiblichen Weise in jodhaltigen 
ert. Alkohol, Natriumthiosulfatlésung uid werden nach Abspiilen mit Wasser 
mend fiir 10 Minuten oder linger in dem Farbgemisch nach Unna-Pappen- 
heim gefirbt. Dann werden die Priparate in Benzol, das 35 Vol.-°/, Al- 
On kohol enthilt, differenziert und nach Abtrocknen zwischen FlieBpapier in 
vide J der iiblichen Weise eingedeckt. Zur Untersuchung gréberer Pulver (Schlimm- 
das riickstand, der in der Hauptsache aus Bindegewebe besteht) miissen Schnitt- 
der priparate angefertigt werden. Zu diesem Zweck wird die Kuppe eines : 
Jen kurzen Reagenzglases mit trocknem Gewebepulver gefiillt und im Wasser- 
bad von 70° mit einer ausreichenden Menge Paraffin durchtrinkt. Nach 
ck- Abkiihlen wird der Paraffinklotz unter Zertriimmerung des Glases heraus- 
lles genommen und Schnitte von etwa 10 uw angefertigt. Diese werden auf mit 
ols & Eiweib-Glycerin bestrichene Objekttriiger gebracht und mit Sublimatlésung 
ai. liber der Flamme gestreckt. Nach dem Trocknen und nach Herauslésen 
des Paraffins durch Benzol wird die Fiirbung in der oben beschriebenen Weise 
Jie durehgef iihrt. 
oa Aus den bei der Kolloiddarstellung anfallenden Bodensitzen 
werden die Kerne isoliert. Es ist zweckmaBig, die Suspension 
ng vorher nochmals in der Feinmiihle zu mahlen. Durch Probieren 





werden die spezifischen Gewichte der Ather—Chloroformmischungen 
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festgestellt, bei denen die Kerne gerade nach oben oder gerade 
nach unten gehen. Das Verfahren ist dasselbe, wie es bei der 
Kerndarstellung aus dem Kalbsherzen geschildert wurde. Das 
spezifische Gewicht der Kerne liegt zwischen 1,885—1,390. Zur 
Abtrennung zu kleiner Teilchen wird die Kernsuspension be; 
einem spezifischen Gewicht von 1,240 1,5 Minuten bei 2500 Touren 
zentrifugiert. Die bei der Kerndarstellung anfallenden, sehr kolloid- 
haltigen Fraktionen werden auf Kolloid verarbeitet. Man erhiilt 
so noch etwa 8 g eines ziemlich reinen Kolloids, das spezifisch 
schwerer ist als die Hauptmenge des Kolloids und einen hoheren 
Jodgehalt besitzt. 


b) Zelldarstellung. 


Die bei der groben Tetrachlorkohlenstoff—Benzoltrennung er- 
haltene Suspension wird durch Zusatz von Benzol auf ein spezi- 
fisches Gewicht von 1,280 gebracht und 2 Minuten bei 3500 Tourer 
zur Abtrennung zu kleiner Teilchen zentrifugiert. Der Bodensatz 
wird mit Ather und Benzol mehrmals extrahiert. SchlieBlich wird 
das Pulver in etwa 150 com Ather—Chloroform vom spezifischen 
Gewicht 1,353—1,354 suspendiert und 2 Stunden zentrifugiert. 
Der anfallende Bodensatz wird auf Zellen weiter verarbeitet, in- 
dem man, wie bei der Kerndarstellung, in Suspensionen von spezi- 
fischen Gewichten zentrifugiert, bei denen die Hauptmenge der 
Zellen gerade zu Boden geht, wihrend das Kolloid in Suspensiow 
bleibt und in Suspensionen eines spezifischen Gewichts, bei dem 
die Zellen gerade in Suspension bieiben, wihrend die schwereren 


Kerne gerade zu Boden gehen. Das spezifische Gewicht der | 


Zellen betrigt etwa 1,364. Zur weiteren Abtrennung zu kleiner 
‘Teilchen wird die Zellsuspension bei einem spezifischen Gewicht 
von 1,240 1 Minute bei 250 Touren zentrifugiert. Auf diese Weise 
erhilt man 0,2—0,4 g Zellen. 

Der beim Mahlen und Schliammen gebliebene Riickstand be- 
steht in der Hauptsache aus Zellen, Bindegewebe, GefaBen und 
etwas Kolloid. Da das Kolloid die relativ kleineren Partikelchen 
bildet, kann es durch weiteres Schliammen und Mahlen noch weit- 
gehend abgetrennt werden. Zu diesem Zweck wird der Boden- 
satz mehrmals in etwa 5 Liter Benzol suspendiert und jedesmal, 
nachdem die Suspension 15 Sekunden pro Zentimeter Abstand 
der Benzoloberflache von der oberen Grenze des sich bildenden 
Bodensatzes gestanden hat, abgehebert. Zwischendurch wird mehr- 
mals gemahlen. Auf diese Weise werden 12 g einer fasrigen 
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Masse gewonnen, die wenig Driisenzellen und praktisch kein 
Kolloid enthalt. 


Chemische Untersuchungen. 


Das Kolloid und die Kerne bilden ein weiBes Pulver. Das 
Zellenpulver zeigt eine leichte Gelbfirbung. Der gelbe Farbstoff 
geht in Wasser in Lésung. Das Kolloid ist im Gegensatz zu 
den Angaben der Literatur!) wasserléslich. 

Das von uns auf mechanischem Wege gewonnene normale 
Kolloid bzw. deren EiweiBsubstanzen wurden mit dem von 
Oswald?) auf chemischem Weg aus Schilddriisen gewonnenen 
jodhaltigen EiweiBkérper verglichen. Kolloid aus Schweineschild- { 
driisen gab bei der Elementaranalyse folgende Werte (der Uber- 
sichtlichkeit wegen setzen wir die entsprechenden Zahlen des 
Oswaldschen Thyreoglobulins aus Schweineschilddriisen daneben): 





Kolloid Thyreoglobulin 
C 47,08 %, 52,21, 
H 1,41 %, 6,83 /, 
N 13,80 °%, 16,59 °/, 
S 1,85 %, 1,86°/, 
J 0,344, 0,46 °/, 


Asche 3,91 %, 


Analytische Belege. 
(Die Analysen wurden von der I.-G. Farbenindustrie ausgefiihrt.) 
In der bei 105° getrockneten Substanz: 
C 4,120, 4,088 mg Subst.: 7,10, 7,07 mg CO, = 47,00, 47,17°/, 
H 4,120, 4,088 mg Subst.: 2,71, 2,72 mg H,O = 7,36, 7,45°/, 


N 4,730 mg Subst.: 0,572 cem N (25, 757 mm Hg) = 13,80°/, 
S 7,130 mg Subst.: 0,702 mg BaSO, = 1,35°/, 
J nach Blum-Gritzner: 


87,42, 87,23 mg Subst.: 1,46, 1,46 cem Na,S,0; = 0,343, 0,344 °/). 


Die gefundenen Werte liegen (auBer dem Wert fiir H) unter 
den fiir das Thyreoglobulin angegebenen Werten. Dies erklart 


acer ar 


sich zum Teil daraus, daB das Kolloid noch andere, besonders 
anorganische Stoffe besitzt. Das bei der Kerndarstellung ge- 
wonnene, spezifisch schwerere Kolloid hatte einen Jodgehalt von 
0,512 °/,. 

Oswald schreibt: ,,Der JodeiweiBkérper ist in salzfreiem 
Wasser sehr schwer lislich, lost sich aber auf Zusatz von Neutral- 





1) Handbuch der Biochemie, Carl Oppenheimer, 2. Auflage, 
IX, Bd., 8. 230. 
2) Oswald, Diese Z. 27, 14 (1899) und $2, 121 (1901). 
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salzen, noch leichter aber in verdiinnten Alkalien“. Unser Kolloid 
lést sich in Wasser spielend leicht. Dies spricht nicht gegen die 
Globulinnatur unseres KolloideiweiBkérpers. Das Kolloid enthiilt 
geniigend natiirlichen Salzgehalt, um schon ohne Zusatz voy 
Neutralsalzen in Lésung zu gehen. Kolloid, das aus lange in ge. 
trocknetem Zustand aufgehobenen Schweineschilddriisen gewonner 
wurde, lést sich nur noch teilweise in Wasser und Salzlésungen, 
Entgegen den Angaben von Oswald, der nach Sattigung einer 
Thyreoglobulinlésung mit Kochsalz nur eine geringe Triibung, 
aber keine Fallung sah, bildet sich in Kolloidlésungen bei Siitti- 
gung mit Kochsalz ein Niederschlag. Das Kolloid enthiilt also 
noch einen anders gearteten HiweiBkérper. Thyreoglobulin wird 
gewonnen durch Halbsattigung mit Ammonsulfat. Die KiweiBkorper 
des Kolloids werden ebenfalls bei Halbsattigung mit Ammonsulfat 
ausgefallt; Thyreoglobulin und Kolloid zeigen iibereinstimmend die 
iiblichen Farb- und Fallungsreaktionen der KiweiBkérper. Thyreo- 
globulinlésungen, aus Schweineschilddriisen, die 10°/, Magnesium- 
sulfat enthalten, koagulieren nach Oswald bei 65—66°% Ent- 
sprechende Kolloidlésungen triiben sich bei 60°, um bei etwas héherer 
Temperatur als das Thyreoglobulin, bei etwa 67°, zu koagulieren. 
Erhitzt man nach Abtrennung des Koagulates die Kolloidlésung 
vorsichtig weiter, so zeigt sich bei 71—72° eine neue Koagulation. 
Ebenso, nach jedesmaliger Abtrennung des Koagulates bei 76° 
und zwischen 82° und 90° SchlieBlich gewinnt man noch einen 
betrichtlichen Niederschlag durch Kochen nach Ansiuern mit 
Kssigsiure. Die Hauptmenge des KolloideiweiBes koaguliert 
bei 67° 

Aus diesen Befunden geht folgendes hervor: Die EiweiBsub- 
stanzen des normalen Kolloids bestehen in der Hauptsache aus einem 
EiweiSkérper, der dem Thyreoglobulin Oswalds entspricht. Das 
Kolloid enthalt aber noch andere Kiweibkérper. Andererseits muB das 
Thyreoglobulin Oswalds noch Eiweifbkérper, aus den Zellen und 
dem Blut stammend, enthalten. Zellen und Blut enthalten sicher 
Globuline und bei der Aufarbeitung der Schilddriisen nach Oswald, 
die einer Globulindarstellungsmethode entspricht, miissen diese 
Globuline sich dem Thyreoglobulin beigesellen. 

Bei der weiteren chemischen Untersuchung der mechanisch 
isolierten Schilddriisenkomponenten (Kolloid, Zellen, Kerne) wurde 
gefunden, daB das Kolloid in Kisessig in der Wirme quantitativ 
in Lésung geht. Beim Behandeln der Zellfraktion mit reinem 
Hisessig gingen sowohl in der Kilte als auch in der Wirme nur 
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d1loid geringe Substanzmengen in Lésung. Der auch in der Wirme 





n die # ynldsliche Anteil zeigt bei der Unna-Pappenheim-Fiarbung ein 
thilt # pistologisch fast unverindertes Bild. Die Kerne firben sich un- 
von @ yerindert blau, wihrend das Protoplasma mit roten Sekretgranula 
n ge. angefiillt ist. Es la8t sich also durch Behandeln von in vereistem 
ohen # Zustand getrockneten Schilddriisen mit Eisessig eine gewisse, den 
igen, J histologischen Komponenten entsprechende Fraktionierung er- 
‘iner #@ zielen. Das biologisch wirksame Kolloid*) geht dabei in Liésung. 
ung, & Es schien uns von besonderem Interesse die Eisessigfraktio- 
itti- 7 nierung auf in vereistem Zustand getrocknete Pankreasdriisen 
also # anzuwenden, in der Hoffnung, das Insulin von der Hauptmenge 
wird @ der fermenthaltigen Driise abzutrennen. In der Tat gelang es 
rper uns durch eine einfache Extraktion mit EKisessig in der Wirme 
fat und Fallung mit Ather, Insulin in groBer Ausk ute (aus 200 g 
die J getrockneter Driise etwa 8000 klinische Kinheiten) und grofer 
reo- # Reinheit (eine klinische Kinheit in etwa 5 mg) zu gewinnen. 

um- Auch aus der Nebenniere lassen sich die Kisenchloridreaktion 
unt gebenden Stoffe mit Kisessig extrahieren, wiihrend die Haupt- 
rer menge der Driise zuriickbleibt. 

om. Die von uns benutzte Zentrifuge stammt von der Firma Stock, Mar- 
ung burg, Type WS4. Das obere Lager wurde zur Erreichung der erforderlichen 
on. Temperaturkonstanz mit Wasserkiihlung versehen. Der Radius bis zum 
76° Boden der Becher gemessen betriigt 16 cm. 

11) 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Notgemein- 
schaft und mit Unterstiitzung der 1|.-G. Farbenindustrie, 





ert ; " ” ; ; ; " 
Frankfurt-Hoéchst ausgefiihrt. Beiden sind wir dafir zu groBem 

b Dank verpflichtet. 

- *) Die biologische Untersuchung hat bis jetzt ergeben, daB das Kolloid 

as im Stoffwechsel- und Metamorphoseversuch ungefihr gleich wirksam ist 

las wie die itiblichen aus Schilddriisen gewonnenen Eiweifpriiparate (z. B. 


Llityran). 








Uber das Co-Ferment der Glykolyse aus Tumoren. III. 


Von 


Heinrich Kraut und Rudolf W. Nefflen. 


Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie Dortmund-Miinster.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Februar 1935.) 


In der II. Mitteilung iiber das Co-Ferment der Glykolyse aus 
Tumoren fiihren E. Bumm, H. Appel und P. Couceiro!) den 
Nachweis, daB die von B. Mendel, W. Bauch und F. Strelitz? 
aufgefundene Wirkung der Brenztraubensiiure auf die anaerobe 
Glykolyse mit der des Co-Ferments T wirkungsidentisch ist, so 
daB beide Stoffe sich gegenseitig vollkommen vertreten kénnen. 
Ks schien deshalb der SchluB erlaubt, daB Co-Ferment T und 
Brenztraubensiiure auch chemisch miteinander identisch seien. 

Wir haben daher versucht, in Co-Ferment T-Priiparaten, die 
wir nach Kraut und Borkowsky*) aus Rindergrauhirn darstellten, 
Brenztraubensiure nachzuweisen. Wir muBten aber feststellen, 
daB diese Praparate Brenztraubensiure in glykolytisch wirksamen 
Mengen nicht enthalten, daf also Co-Ferment T aus Grauhirn und 
Brenztraubensiure trotz ihrer ibereinstimmenden Wirkung chemisch 
verschieden sind. 


Zum Nachweis von Brenztraubensiure ist nach C. Neuberg‘ 


am geeignetsten die Hydrazoubildung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin. 
In den durch Alkoholfallung und Voradsorption mit Aluminium- 
hydroxyd gereinigten Co-Fermentpraparaten aus Rindergrauhirn 
lie8 sich Brenztraubensiure nach dieser Methode nicht nachweisen, 
da bei Zusatz von Dinitrophenylhydrazin-chlorhydrat ein starker 
KiweiBniederschlag ausfillt. Inzwischen hatten wir aber das 
Reinigungsverfahren des Co-Ferments weiterentwickelt. Wir ad- 
sorbieren das Co-Ferment aus den Restlésungen der Aluminium- 
hydroxyd-voradsorption an Kaolin und eluieren es mit n/10000- 


1) Diese Z. 220, 186 (1933); I. Mitt., Diese Z. 177, 125 (1928). 
*) Klin. Wschr. 10, 118 (1931). 

*) Diese Z. 220, 173 (1938). 

*) Biochem. Z. 216, 493 (1929). 
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Natronlauge. Dadurch steigt nicht nur der Reinheitsgrad des 
(‘o-Ferments, sondern auch seine Wirksamkeit durch Entfernung 
der letzten Reste eines Hemmungskérpers, so da’ schitzungsweise 
nur noch 1/,,,—1/, 59, vom Gewicht der mit Aceton und Ather ge- 
wonnenen Trockenpulver zur gleichen Steigerung der Glykolyse 
notwendig ist. Gegeniiber der Vorstufe bedeutet dies eine Reinigung 
auf das 6—8 fache. 

Derartige Co-Fermentpriiparate geben mit Dinitrophenyl- 
hydrazin keine Bildung von Brenztraubensiure-hydrazon, sondern 
nur eine orangerote, amorphe und in Wasser verhiltnismibig 
leicht lésliche Fallung, die keinen Schmelzpunkt besitzt, sondern 
oberhalb 250° verkohlt. Bei Zusatz von Brenztraubensiure er- 
hilt man neben dem orangeroten, amorphen Niederschlag die 
charakteristischen gelben Krystalle des Brenztraubensiure-dinitro- 
phenylhydrazons, die besonders unter dem Mikroskop mit Sicher- 
heit zu erkennen sind. Immerhin bestand noch die Méglichkeit, 
daB die Begleitstoffe des Co-Ferments in den Elutionen der 
Kaolinadsorption zwar nicht mehr die Krystallisation des Hydr- 
azons der zugesetzten Brenztraubensiure verhinderten, dagegen 
diejenige des Hydrazons der im Co-Fermentpriparat selbst ent- 
haltenen Brenztraubensiiure. Als wir aber die Bildungsbedin- 
gungen der amorphen Fiallung naher untersuchten, stellte sich 
heraus, daB dazu der Zusatz von Dinitrophenylhydrazin-chlor- 
hydrat gar nicht notwendig ist, sondern daB allein schon die mit 
dem Hydrazin zugesetzte Salzsiure zur Niederschlagsbildung ge- 
niigt. Dieser mit Salzsiiure entstehende Niederschlag enthalt das 
gesamte Co-Ferment, und die Saurefillung steigert seinen Rein- 
heitsgrad nochmals auf das Doppelte. Aber weder in der durch 
Salzsiiure entstehenden Fiallung ist nach dem Wiederauflésen 
Brenztraubensiiure nachweisbar, noch im Filtrat der Salzsiure- 
fillung. Das Co-Ferment T aus Rindergrauhirn ist also keine 
Brenztraubensiiure. Man kann die Niederschlagsbildung mit Salz- 
siure sogar dazu verwenden, Brenztraubensiure und Co-Ferment T 
zu trennen. 

Das Co-Ferment T ist eine Séure. Es bildet ein schwer- 
lisliches Bariumsalz, das sich durch Schwefelsiure zerlegen laBt. 
Die Co-Fermentwirkung bleibt bei diesen Operationen erhalten. 
Wenn man nach dem Zerlegen mit Schwefelsiure die freie Co- 
Fermentsiiure in wenig verdinntem Ammoniak lést und mit Salz- 
siiure wieder ausfallt, so entsteht auBer dem weiBen Niederschlag 
eine charakteristische Rosafiirbung der Losung. 
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Natiirlich wird Brenztraubensiure in allen Fallen, in dene) 
sie auftritt, z. B. nach Mendel und Mitarbeitern in Tumoren, die 
Glykolyse aktivieren, aber der normale Organismus verwendet als 
Teilferment des Glukoseabbaus eine andere Substanz, das (\o- 
Ferment T. 


Versuchsteil. 


I. Messung des Co-Ferments an Rattenhirn. Die Bestimmung des 
Co-Ferments T an Schnitten von Rattennieren ist von Kraut und Bor. 
kowsky eingehend beschrieben worden. Sie besitzt den groBen Nach. 
teil, da8 nicht nur die Eigenglykolyse der Nierenschnitte, sondern auch 
ihre Steigerungsfihigkeit durch Co-Fermentzusatz sehr groBe Schwankungen 
aufweist. Ein Teil dieser Schwankungen ist darauf zuriickzufiihren, da 
die Niere zwei Wege des Glukoseabbaus besitzt, den vom Co-Ferment T 
beeinfluBten und den iiber die Stufe der Hexosephosphorsiiure verlaufenden, 
Der Zusatz von Phosphat gleicht nur einen Teil dieser Schwankungen aus, 
Im Gegensatz zu Niere baut die graue Hirnsubstanz Hexosephosphorsiiure 
nur in ganz geringem MaBe zu Milchsiiure ab, sie verfiigt also fast nur 
iiber den durch Co-Ferment T katalysierten Weg der Glykolyse. Allerdings 
schien Gehirngewebe zuniichst fiir die Herstellung brauchbarer Schnitte wenig 
geeignet zu sein. Die geringe Festigkeit erfordert groBe Ubung im Schneiden, 
Beim Auswaschen zerreiBen die Schnitte fast immer, so daB es unterbleiben 
muf. Wihrend der Messung tritt bei 37° eine so starke Mazeration der 
Schnitte ein, daB Trockengewichtsbestimmungen der herausgenommenen 
Schnitte zu niedrig ausfallen und dadurch zu hohe Milchsiurequotienten 
vorgetiiuscht werden. Auch die Glykolyse selbst wird durch die Mazeration 
beeintrichtigt, denn es bildet sich bei 30° mehr Milchsiure als bei 37°. 

Fiihrt man die Messungen an Grauhirn bei 30° aus, so tritt in der 
Mehrzahl der Fille kein ZerreiBen und nie eine stérende Mazeration der 
Schnitte ein. AuBerdem ist es ein grofer Vorteil, daB bei 30° die Eigen- 
glykolyse der einzelnen Schnitte sich liingere Zeit (1—2 Stunden) auf der. 
selben Hohe hilt, wiihrend diejenige von Nierenschnitten fast immer all- 
mihlich absinkt. Wir ziehen daher die Bestimmung des Co-Ferments T 
an Rattengrauhirn bei 30° derjenigen an Nierenschnitten bei 37° vor. Aber 
wir verwerfen jede Messung, wiihrend der der Gehirnschnitt in mehr als zwei 
Teile zerf allt. 

Durch Zusatz der Co-Fermentpriiparate kann man die Eigenglykolyse 
des Grauhirns um 80—120°/, steigern. Meist ist das AusmaB der Steigerung 
durch dasselbe Co-Fermentpriparat bei Schnitten verschiedener Gehirne un- 
gefihr gleich groB. Es kommt aber gelegentlich vor, da8 simtliche Schnitte 
eines Gehirns auf sonst gut wirksame Co-Fermentlésungen iiberhaupt nicht 
ansprechen. Man mu8 daher negativ ausfallende Bestimmungen an Schnitt- 
serien eines anderen Gehirns kontrollieren, ehe man den Schlu8 auf die 
Abwesenheit von Co- Ferment zieht,. 

Zur Herstellung der Schnitte téten wir die Ratten durch einen Schlag 
auf die Nase und durchschneiden die Halswirbel. Das herausgenommene 
Gehirn wird vorsichtig abgehiutet und in warme Ringerlésung gebracht. 


') E. Bumm u. K. Fehrenbach, Diese Z. 193, 238 (1930). 





Mit e 
das W 


und ¢ 
kolys 
bestin 
Fihig 
sich | 
sich : 
unser 
die D 
schie' 
mane 


Il. E 


yon 
fast 
Alu 
mun 
star’ 
wiss 
zn: 
Stel 
Ory 
Alu 
adse 
dah 
well 
siicl 
Abt 
lost 


aus 


ads¢ 
elui 
wur 
yon 
um 


dur 
um 


(Die 


bis 









leney 
1, die 
at als 
3 Co. 


gZ des 
B or. 
Nach. 
auch 
ingen 
» dab 
ent T 
den. ') 
| aus, 
Siiure 
f nur 
dings 
venig 
iden, 
2iben 
1 der 
enen 





Uber das Co-Ferment der Glykolyse aus Tumoren. III. 273 


Mit einer diinnen Rasierklinge werden so lange Streifen abgeschnitten, bis 
das weiBe Gebirn sichtbar wird. 

Besondere Sorgfalt mub auch auf das Funktionieren des Thermostaten 
und die Herstellung der MeBgefiBe verwendet werden. Meist dienen Gly- 
kolysemessungen nur dazu, den Umfang der Glykolyse eines Organs zu 
bestimmen. In unserem Falle aber soll die Steigerung der glykolytischen 
Fihigkeit von Organschnitten durch Zusiitze ermittelt werden. Es handelt 
sich also stets um die Differenz zweier Messungen, deren Schwankungen 
sich addieren kénnen. Wir priifen daher immer wieder die Brauchbarkeit 
unserer Apparatur und fordern, dab bei Fiillung mit 3 cem Ringerlésung 
die Differenzen zwischen den '/, stiindlichen, korrigierten Ablesungswerten ver- 
schiedener Trége nicht mehr als 0,5mm betragen. GréBere Differenzen werden 
manchmal dadurch verursacht, da die Trége nicht fest genug im Helm sitzen. 


Il. Reinigung des Co-Ferments aus dem grauen Gehirn von Rindern. 


In den Extrakten aus grauem Gehirn ist das Co-Ferment T 
yon einer Substanz begleitet, die seine Wirksamkeit ganz oder 
fast ganz aufhebt. Durch Alkoholfillung und Voradsorption mit 
Aluminiumhydroxyd konnten Kraut und Borkowsky den Hem- 
mungskérper so weit abtrennen, daB die Priparate regelmibig 
starke Co-Fermentwirkung zeigten, und da® innerhalb eines ge- 
wissen Bereiches die Wirkung mit steigenden Co-Fermentmengen 
zunahm. Bei noch gréBeren Zusiitzen war dann allerdings die 
Steigerung der Glykolyse geringer, die Abtrennung des Hemmungs- 
kérpers also noch nicht vollstindig gelungen. Im Gegensatz zu 
Aluminiumhydroxyd, das in der Hauptsache Begleitstotie bindet, 
adsorbiert Kaolin vorwiegend das Co-Ferment selbst. Es war 
daher zu erwarten, daB der Wechsel im Adsorbens auch hier eine 
weitere Steigerung des Reinheitsgrades bewirken werde. Tat- 
sichlich gelingt mit Hilfe einer Kaolinadsorption') die vollstindige 
Abtrennung des Hemmungskérpers, der zum groBen Teil in der Rest- 
lésung, zum kleineren im Kaolin selbst bei der Elution zuriickbleibt. 


Ein mit 140 mg Aluminiumhydroxyd C, vorgereinigter wiBriger Extrakt 


aus 100 mg Alkoholfiillung (10 cem) wurde mit 115 mg Kaolin (in 1,5 cem) 


adsorbiert und das Adsorbat mit 5 ccm n/10000-Natronlauge iiber Nacht 
eluiert. Die Glykolyse von Rattenhirnschnitten mit 1—2 mg Trockengewicht 
wurde durch Zusatz 


von 0,5 1,0 und 1,5 cem Restlésung der Kaolinadsorption 

um 8 19 und 29), unter die Eigenglykolyse herabgedriickt, 
durch 0,1 0,3 0,6 1,0 1,5 cem der Elution aus Kaolinadsorbat 
um 6 37 10-25 20°/, gesteigert. 


1) Das kiufliche Kaolin reinigen wir nach Willstitter u. Schneider, 
(Diese Z. 133, 193 (1924)] durch Auskochen mit Salzsiure und Auswaschen 
bis zum Verschwinden der Chlorreaktion. 
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In anderen Fiillen beobachteten wir mit geringen Mengen der Restlésunge, 
noch kleine Steigerungen der Glykolyse, mit gréBeren stets starke Ver. 
minderungen. 

In dem angefiihrten Beispiel ist in der Kaolinelution immer noch eine 
kleine Menge Hemmungsk6érper vorhanden. Durch geeignete Wahl der zu; 
Adsorption angewandten Kaolinmengen kann man es aber erreichen, da{ 
auch bei sehr groBen Zusiitzen von Co-Fermentliésung zu Gehirnschnitte, 
kein Absinken der Glykolyse eintritt. Die Kaolinmengen miissen aber }p; 
jedem neuen Grauhirnpriparat durch Vorproben genau ermittelt werdey, 
Wir beschreiben ausfiihrlicher die Darstellung des ersten zu den Versuchey 
der folgenden Kapitel verwendeten Priiparates: 

Aus den grauen Anteilen von 30 Rindergehirnen erhielten wir 535 58 
Aceton—Athertrockenpriiparat und daraus durch Alkoholfillung 21,5 
Niederschlag. Je 100 mg Niederschlag wurden mit 5 cem Wasser sie 
hiert und mit 70 mg Aluminiumhydroxyd C, (in 2 cem Wasser suspendiert 
voradsorbiert. Fiir die folgende Adsorption wurden Vorproben mit 225, 
335 und 450 mg Kaolin angesetzt, die in 2, 3 und 5 ccm Wasser suspen. 
diert waren. In allen 3 Fallen wurde mit 5 cem n/10000-Natronlauge iiber 
Nacht eluiert. Die Elutionen steigerten die Glykolyse von Rattenhim. 


schnitten folgendermaBen: 

Zusatz von. . . - O 0,1 0,2 0,4 0,8 1,5 eem Elution 

M.Q. Nach Adsorption mit 
225mg Kaolin. . . 53 69 76 68 7 — I hac 
335 ,, »  ... 88 42 74 76 78 67 ( mg Tr.-Gew. x Std. 
450 ,, ‘s . . - 68 80 97 126 96 114 


Fiir die spiteren Versuche verwendeten wir daher stets 450 mg Kaolin auf 
100 mg Alkoholniederschlag dieses Priiparates I, bei Priiparat II 335 mg 
Kaolin, bei Priiparat IIL 415 mg Kaolin. 

“Die Kaolin-Elutionen enthalten stets noch Spuren von Kaolin, die 
sich durch Zentrifugieren und durch Filtration mit Kieselgur nicht ent- 
fernen lassen. Dagegen gelingt dies leicht durch Ultrafiltration (am besten 
mit ,,Membranfilter mittel“’ der Membranfilter G. m. b. H., Géttingen). In 
1 ccm der ultrafiltrierten Elution des Priiparates II befanden sich noch 0,31 mg 
Trockensubstanz. Die Wirksamkeit wird durch die Ultrafiltration nicht 
vermindert. In diesem Priparate waren bei Anwendung von 1,5 mg Trocken- 
substanz Millon- und Biuretprobe negativ, die Diazoreaktion nach Pauly 
eben noch erkennbar. 

Meist enthilt 1 cem der Kaolinelutionen 0,25 —0,35 mg Trockensubstanz: 
diese sind aus 120—150 mg mit Aceton und Ather getrocknetem Grauhir 
gewonnen. Insofern ist eine Reinigung des Co-Ferments T um das 450 bis 
600fache eingetreten. Die Haltbarkeit ist auf dieser Reinheitsstufe nicht 
gréBer als auf der vorhergehenden. Nach 8 Wochen ist die Wirksamkeit 
volistiindig erloschen. Fiir die Versuche ist es aber von Nutzen, daB beim 
Aufbewahren im Eisschrank in den ersten 3 Tagen fast kein Wirksamkeits- 
verlust eintritt. 


III. Das Verhalten des Co-Ferments T 
gegen 2,4-Dinitrophenylhydrazin. 
2,4-Dinitrophenylhydrazin ist ein sehr empfindliches Reagens auf 
Brenztraubensiiure. Beim Versetzen von 12 mg kiuflicher (wohl nicht 
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100°/, iger) Brenztraubensiure in 3 ccm mit einer Lésung von 80 mg Dinitro- 
phenylhydrazin in 10 ccm 2 n-Salzsiure, erhielten wir 35,3 mg Hydrazon, 
entsprechend 11,6 mg Brenztraubensiiure. Auch bei Anwendung von 
kleineren Mengen erhilt man noch zuverlissige Werte: 

Angewandt 2,47 mg Brenztraubensiiure (Gesamtvolumen 10 cem). Ge- 
funden 6,40 mg Hydrazon, entsprechend 2,14 mg Brenztraubensiiure. Noch 
etwas niedriger liegt die Grenze des qualitativen Nachweises. Wir ver- 
setzten eine Lésung von 0,7 mg Brenztraubensiiure in 10 cem Wasser mit 
seem 25°/,iger Salzsiiure und 2 ccm einer 1°/,igen Lésung von Dinitro- 
phenylhydrazin-chlorhydrat. Es bildete sich auch bei sehr langem Stehen 
noch kein Niederschlag, wohl aber bei Anwendung von 0,9 mg Brenztrauben- 
siure. In einem weiteren Versuche gaben wir zu 19 ccm einer 2 n-salz- 
sauren Lésung von Dinitrophenylhydrazin tropfenweise Brenztraubensiiure- 
lisung (1 com = 0,62 mg), bis eine Fillung eintrat. Dies war beim Zusatz 
von 3cem der Fall, was einer Brenztraubensiurekonzentration von 85 mg 
pro Liter entspricht. Hier ist also die Grenze des sicheren qualitativen 
Nachweises. 

In den Priiparaten aus grauer Gehirnsubstanz ist aber der Nachweis 
der Brenztraubensiure sehr erschwert. Selbst die mit Alkohol gefiillten 
und dann mit Aluminiumhydroxyd vorgereinigten Lisungen geben noch so 
starke EiweiBniederschlige, dab sie vor dem Zusatz von Dinitropheny]- 
hydrazin mit Trichloressigsiure enteiweiBt werden miissen, wobei durch 
Adsorption Brenztraubensdureverluste eintreten kénnen. Aber auch nach der 
EnteiweiBung ist die Bildung des Hydrazons behindert. Durch Zusatz von 
4eem einer mit Trichloressigsiiure enteiweiBten Co-Fermentlésung (Alkohol- 
fillung aus Grauhirn) zu 8,0 mg Brenztraubensiiure in 2 cem fanden wir 
nur 16,8 mg Hydrazon, statt 23,8 mg ohne den Co-Fermentzusatz. Erst die 
Hlutionen des Co-Ferments aus Kaolinadsorbaten eignen sich zum Nachweis 
der Brenztraubensiure. Sie geben mit Trichloressigsiiure keine Niederschlige 
und behindern auch nicht wesentlich die Bildung des Hydrazons. Bei einer 
Konzentration der Brenztraubensiiure von 90 mg pro Liter entstanden aller- 
dings aus einer Kaolinelution noch nicht die charakteristischen gelben 
Krystillchen, wohl aber bei einer Brenztraubensiiurekonzentration von 120 mg 
pro Liter. Zum Nachweis der Brenztraubensiure mu8 man also soviel 
Co-Fermentlésung verwenden, daB darin nach der Wirksamkeit mindestens 
120 mg Brenztraubensiure enthalten wiren. 

Als Anhaltspunkt fiir den Wirksamkeitsvergleich bestimmten wir die 
Co-Fermentwirkung reiner Brenztraubensiiure. B. Mendel, B. Bauch und 
i, Strelitz verwendeten zur Steigerung der Glykolyse von grauer Gehirn- 
substanz der Ratten Brenztraubensiiurekonzentrationen von 9—44 mg pro 
Liter. Wir finden auch noch mit verdiinnteren Liésungen deutliche Ver- 
mehrung der Glykolyse. Z. B. riefen in einem Trog mit insgesamt 3 ccm 
Pliissigkeit schon 5 y Brenztraubensiure Steigerungen der Milchsiurebildung 
eines Gehirnschnittes von 1 mg Trockensubstanz um 50—90°/, hervor. 


M.Q. ohne Brenztraubensiiure 49 46)  y Milchséiure — 
» mit dy - 74 86 J mg Tr.-Gew. x Std. 
Allerdings sind die gelben Krystiillchen des Brenztraubensiiurehydr- 


azons, die man in den Kaolinelutionen des Co-Ferments mit zugesetzter 
Brenztraubensiiure erzeugt, immer von einem orangeroten, amorphen Nieder- 
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schlage begleitet, der sich beim Waschen mit Wasser auflést. Derselh, 
amorphe Niederschlag entsteht auch ohne den Zusatz von Brenztraubep. 
siiure aus den Co-Fermentlésungen. Er unterscheidet sich von dem Bren;. 
traubensiure-dinitrophenylhydrazon durch seine leichte Léslichkeit jy 
Wasser und dadurch, daB er keinen scharfen Schmelzpunkt bei 216° besitzt. 
sondern oberhalb 250° verkohlt, ohne zu schmelzen. 


IV. Verhalten des Co-Ferments T gegen Salzsdure. 


Haufig entsteht eine amorphe Fillung schon beim Stehe, 
der mit Salzsiure versetzten Kaolinelutionen. Wir geben x 
10 ccm der Elutionen bis zu 5 ccm 25°/,ige Salzsiure und 
lassen tiber Nacht im Eisschrank stehen. Am anderen Morgen 
wird der Niederschlag abzentrifugiert. Er kann nicht mit Wasser 
gewaschen werden, da er sich sehr leicht darin auflést. Beim 
Kintrocknen wird er durch die anhaftende Salzsiure zerstirt, 
Diese entfernt man am besten durch Suspendieren des Nieder. 
schlages in reinem Alkohol und Kindampfen auf dem Wasserbad 
bis zur Trockne. Der getrocknete Riickstand ist in Wasser viel 
schwerer léslich, aber leicht in schwach alkalischem Wasser. Er 
enthalt die ganze Co-Fermentwirkung: 

Den Salzsiiureniederschlag aus 10 ccm der Kaolinelution des Co-Ferment- 


priparates II lésten wir in 5 cem Natriumbicarbonatlésung. Der Vergleich 
mit der Elution selbst ergab: 








Sawa aus 60 93 12 14 
Kaolinadsorbat [63]100] 83} [98]  [77} | __ x Milehsiiure 
a a 94 89 | 85 mg Tr.-Gew. x Std 
Siiurefillung aus] — < 

der Elution | 50 67 (4 





























In den nach dem Abzentrifugieren der Siiurefillung verbleibenden 
Lésungen gibt Dinitrophenylhydrazin “keinen Niederschlag mehr. Die wieder- 
aufgelésten Siureniederschlige geben mit dem salzsauren Dinitropheny]- 
hydrazin ebenfalls kein Hydrazon, sondern nur wieder die amorphe, orange- 
rote Firbung, die sich in Wasser leicht auflést und oberhalb 250° verkoblt. 
Sie ist zweifellos nur durch die Aciditiéit des Reagenses hervorgerufen, denn 
sie stimmt in der Léslichkeit und im Verhalten beim Schmelzpunktsversuch 
vollstiindig mit dem durch Salzsiiure entstehenden Niederschlag iiberein. 


Die Saurefillung bewirkt eine weitere Reinigung des Co-Fer- 
ments, denn trotz der ErhaJtung der Wirksamkeit fillt nur die 
Hilfte der Trockensubstanz aus. Diese Niederschlige enthalten 
also nur noch 1/,,,, oder weniger vom Gewicht des getrockneten 
Grauhirns, aus dem sie dargestellt wurden. Die sonst wbliche 
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Berechnung der Wirksamkeitsausbeute kann hier nicht erfolgen, 
da erst die héheren Reinheitsstufen volle enzymatische Wirksam- 
keit besitzen. 

Der Wirkung von 5 y Brenztraubensiiure entsprach diejenige 
von 15 7 der Siurefiillung aus Priparat I. Wir lésten diesen 
Niederschlag zu einer Konzentration von 700 mg pro Liter. Das 
entspricht in der Co-Fermentwirkung einer Brenztraubensiure- 
konzentration von 240 mg pro Liter, also dem Doppelten der 
Nachweisgrenze. Beim Versetzen mit Dinitrophenylhydrazin ent- 
stand keine Spur der gelben Krystalle des Hydrazons, sondern 
nur die orangerote, amorphe Fillung, die sich in wenig Wasser 
leicht und vollstiindig aufléste. 

Fiihrt man die Siurefallung nach Zusatz von Brenztrauben- 
siure zur Kaolinelution des Co-Ferments aus, so wird die Fallung 
des Co-Ferments nicht verhindert, die in Wasser leicht lésliche 
Brenztraubensdiure aber nicht ausgefallt. Die beiden Substanzen, 
die sich in ihrer Wirkung auf die Glykolyse nicht unterscheiden, 
werden durch dieses Verfahren voneinander getrennt: 10 ccm der 
Kaolinelution des Priiparates I versetzten wir mit 5 ccm, ent- 
haltend 3 mg Brenztraubensiiure, dann mit 4 ccm konzentrierter 
Salzsiiure. Eine zweite Probe wurde nur mit 3 ccm konzen- 
trierter Salzsiiure versetzt. Die entstandenen Niederschlige wurden 
abfiltriert. Im Filtrat der ersten Probe erzeugte Dinitropheny|- 
hydrazin die charakteristischen gelben Krystalle (Schmelzp. 215°) 
ohne jede Spur eines amorphen Niederschlages. Im Filtrat der 
zweiten Probe entstand kein Niederschlag. Die in Soda gelésten 
Salzsiurefiillungen beider Proben gaben mit salzsaurem Dinitro- 
phenylhydrazin nur die amorphen, orangeroten Niederschlige ohne 
seimengung der Hydrazonkrystalle. 

Bei manchen Priiparaten entsteht in den Kaolinelutionen 
nach Zufiigen von Salzsiiure kein Niederschlag. In diesen Fallen 
stellt man aus der eingeengten Lisung nach dem im folgenden 
beschriebenen Verfahren das Bariumsalz her und zerlegt es mit 
Schwefelsiiure. Lést man das durch Schwefelsiiure in Freiheit 
sesetzte Co-Ferment in Ammoniak und siiuert mit Salzsiure an, 
so bildet sich der das Co-Ferment enthaltende Niederschlag, 
wihrend die Lésung gleichzeitig Rosafiirbung annimmt. 


V. Darstellung und Zerlegung des Bariumsalzes. 
Das Bariumsalz stellten wir sowohl aus der Kaolinelution 
(Priiparat ITI) dar, wie aus der in Alkali gelésten Siurefillung 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCOXXXTTI. 19 
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(Priparat I). Diese wurde vor dem Zusatz von Bariumchlori( 
vorsichtig mit Salzsiure neutralisiert. Die Lisung des Co-Fer. 
ments soll nicht zu verdiinnt sein. Wir listen z. B. die Siure. 
fillung des Priparates I zu einer Konzentration von 0,5 mg pro 
Kubikzentimeter. Die Elutionen dampft man zweckmiBig im 
Vakuum noch weiter ein (z. B. die Elution des Priiparates II] 
auf 1/, ihres Volumens), da aus diesen unreineren Lésungen das 
Bariumsalz schwerer ausfallt. Wenn nach dem Zusatz von Barium. 
chloridlésung in einigen Minuten keine Fallung eintritt, setzt man 
ganz wenig Salzsiure zu. Dann wird das Bariumsalz des Co-Fer- 
ments sofort ausgeflockt. Es wird auf der Zentrifuge mehrmals 
mit Wasser gewaschen. 

Zur Zerlegung suspendieren wir das Bariumsalz unter Um- 
riihren 10 Minuten in verdiinnter Schwefelsiiure und zentrifugieren 
den aus Bariumsulfat und Co-Fermentsiiure bestehenden Nieder- 
schlag ab. Beim Behandeln mit verdiinntem Ammoniak geht das 
Co-Ferment in Liésung. Das Bariumsulfat wird mit gehirtetem 
Filtrierpapier abfiltriert. Sauert man das Filtrat mit Salzsiiure 
an, so fillt nach mehrstiindigem Stehen (am besten iiber Nacht 
im EKisschrank) das Co-Ferment wieder aus. Die iiberstehende 
Lésung nimmt dabei eine deutliche Rosafirbung an, die vielleichi 
fiir das Co-Ferment charakteristisch ist, denn sie wurde bei allen 
Priparaten beobachtet. 

Aus der vorsichtig mit Salzsiiure neutralisierten Lisung in 
Ammoniak kann man mit Bariumchlorid ein sehr viel reineres 
und deutlich mikrokrystallines Bariumsalz ausfillen. Eine Mikro- 
analyse haben wir vorliufig nur mit dem rohen Bariumsalz aus- 
gefiihrt. Sie soll infolge der Unreinheit des Materials nicht zu 
Schliissen iiber die Zusammensetzung des Co-Ferments verwendet 
und nur angefiihrt werden, um den Unterschied gegeniiber der 
Zusammensetzung des Bariumpyruviats hervorzuheben. 
Angewandt 5,717 mg ‘Ber. 24,24°/, Ba Gef. 2,355 mg BaSO, 


. 4,781 mg » 30,84, C , 5,405 mg CO, 
und » Se, BF » 2,100 mg H,O 
angewandt 3,342 mg »  6,63°/, N », 0,194 cem N (23°, 753 mm). 


Auffallend ist der hohe Stickstofigehalt, der zu groB ist, um 
als Verunreinigung angesehen zu werden. Das Bariumpyruviat 
hesitzt folgende Elementarzusammensetzung: 

44,09, Ba  23,2%,C 1,9%,H  30,9%, 0. 

Nach der Zerlegung des Bariumsalzes ist die Co-Ferment- 

wirkung noch erhalten. Der ammoniakalische Extrakt des mit 
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Schwefelsiiure zerlegten Siureniederschlages von Priparat 1 wurde 
mit Salzsiiure wieder ausgefallt und in 12 ccm verdiinnter Soda- 
jésung gelést. Er stammte aus 30 ccm der Elution aus Kaolin- 
adsorbat und besaB folgende Co-Fermentwirkung: 
Zusatz 0 0,1 0,2 0,4 0,8 1,5 cem Losung 
M.Q. 60 96 91 83 71 77 y Milchsiiure 





mg Tr.-Gew. x Std. 


Diese Lisung verlor bei 5 Minuten langem Kochen auf freier Flamme 
ihre Wirksamkeit nicht: 
Zusatz 0 0,1 0,2 0,4 0,8 1,5 cem Lésung 
y Milchsiure 
mg Tr.-Gew. x Std. 


68 92 102 95 90 102 


M.Q. 58-116 118 90 53 83 


Die Hitzezerstérung des unreinen Co-Ferments T beruht 
daher wahrscheinlich auf der beim Erwirmen eintretenden Reaktion 
mit einem Begleitstoff. Das Co-Ferment T selbst ist kochbestiindig. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft verdanken 
wir die Férderung dieser Untersuchung durch ein Forschungsstipendium. 
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lig. 4. 


Dihvdrobilirubin aus Pyridin, Mesobilirubin aus Pyridin. 


Fig. 6. 
Azofarbstoffesterhydrochlorid Azofarbstoftesterhyvdrochtlorid 
aus Mesobilirubin XIITa. aus Neoxanthobilirubinsiiure. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CCXXXIL. Tafel 
Zu ,,Hans Fischer und Hans Werner Haberland, 


Uber die Konstitution des Bilirubins sowie die seiner Azofarbstoffe 
und die Gmelinsche Reaktion.** (S. 236.) 
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Fig. &, Fig. 9. 
Azotarbstoffesterhvdrochlorid Azofarbstotfesterhyvdrochlorid 
aus Mesobilirubin Ula. aus Isoneoxanthobilirubinsiure, 


Fig. 10. Pig. 1. 
Azotarbstotthydrochtorid Azofarbstofthyvdrochlorid aus 5-Oxy- 
aus Koprobilirubin, $, 3’-dimethvl-pyvrromethen-3, 4/dipropionsiiure, 


oppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXXXII. Tafel II. 


Zu ..Hans Fischer und Hans Werner Haberland, 
Uber die Konstitution des Bilirubins sowie die seiner Azofarbstoffe 
und die Gmelinsche Reaktion". (S. 236.) 
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Fig.1. Ubersichtsbild. Schweineschilddriise im vereisten Zustand getrocknet. 











Fig.2. Sehnitte durch Pulverfraktionen. 


a) Schweineschilddriise gemahlen und auf eine bestimmte Grobe geschlimmt. 
b) Kolloidfraktion. Man sieht auch sehr vereinzeltes Vorkommen von Zellanteilen. 
c) Zellfraktion. Man sieht vereinzeltes Vorkommen von Kolloid. 


Histologische Technik vgl. S. 265. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiologische Chemie. Band CCXXXII. Tafel III. 
Zu ,,M. Behrens, Untersuchungen an isolierten Zell- und Gewebebestandteilen“. 
(Seite 263.) 


